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Il cambiamento climatico globale ha causato, soprattutto in ambito urbano, fenomeni 
ambientali sfavorevoli fra cui l’aumento delle concentrazioni di ozono (O3) e dei periodi di 
siccità, che rappresentano alcuni dei fattori predisponenti e/o responsabili del progressivo 
deterioramento dello stato sanitario della vegetazione. In questo lavoro sono state 
selezionate tre specie quercine [Quercus ilex (sempreverde), Q. pubescens e Q. cerris 
(decidue)] allo scopo di valutare le loro risposte all’esposizione a O3 e a carenza idrica 
attraverso la simulazione in ambiente controllato di uno scenario ambientale previsto nel 
2050. Giovani piante sono state sottoposte per 11 settimane consecutive a: (i) fumigazione 
con O3 (100 ppb, 5 h giorno
-1
); (ii) carenza idrica (approvvigionamento quotidiano 
equivalente a 1/3 del totale evapotraspirato dai controlli ben irrigati); (iii) stress combinato 
(O3 × carenza idrica); (iv) aria filtrata e condizioni idriche ottimali (controllo). Al termine 
dell’esposizione, sono stati analizzati i parametri relativi a: (i) morfologia (valutazione di 
indici biometrici, quali peso secco fogliare e totale, rapporto shoot/root) e quadro 
sintomatico; (ii) potenziale idrico fogliare misurato prima dell’alba (PDΨw) e integrità 
delle membrane; (iii) meccanismi di risposta allo stress (stimolazione della produzione di 
osmoliti e alterazione del contenuto in pigmenti fotosintetici ed accessori); (iv) processo 
fotosintetico (mediante l’analisi degli scambi gassosi fotosintetici e della fluorescenza della 
clorofilla a). La comparsa di sintomi è stata verificata dopo 42 giorni dall’inizio del 
trattamento sugli individui delle tre specie soggetti a carenza idrica (singola e anche in 
combinazione con O3), in forma di disseccamenti diffusi a margine irregolare sulla pagina 
superiore delle foglie giovani completamente espanse. Alla fine della prova è stata 
evidenziata un’estesa filloptosi per tutte le tesi (ad eccezione dei controlli), accompagnata 
da una riduzione del peso secco fogliare [che è risultata più marcata negli individui 
sottoposti a deficit idrico singolo (-54, -44 e -71%, rispettivamente in Q. ilex, Q. pubescens 
e Q. cerris) e combinato con l’inquinante (-64, -31 e -66%)] e del PDΨw (con valori circa 
2-3 volte inferiori rispetto al controllo). Indipendentemente dalla tipologia di stress, 
l’alterazione dello stato idrico è stata accompagnata dalla perdita d’integrità delle 
membrane in Q. pubescens e Q. cerris. Al contrario, in Q. ilex soltanto la combinazione 
della carenza idrica e del contaminante ha determinato un aumento significativo dei livelli 
di malondialdeide (a indicare perossidazione lipidica, +23%, rispetto ai controlli). In tutte 
le specie, lo stress idrico (singolo e combinato) ha stimolato una marcata produzione di 
prolina; in Q. ilex, un incremento dei valori di questo osmolita (+117%, rispetto ai 
controlli) si è verificato anche per i soggetti esposti a O3. Per quanto riguarda il processo 
fotosintetico, la carenza idrica e/o l’O3 hanno determinato effetti negativi sul tasso di 
assimilazione di CO2 in Q. ilex (-86, -37 e -83%, rispettivamente per stress idrico, O3 e la 
loro combinazione) e Q. cerris (-65, -39 e -63%). In tutte le specie, e per tutte le tesi 
analizzate, non sono state osservate modificazioni in: (i) livelli di concentrazione 
intercellulare di CO2; (ii) rapporto tra fluorescenza variabile e massima; (iii) contenuto in 
xantofille. L’analisi del quenching ha mostrato risposte specie-specifiche e legate alla 
tipologia di stress. In Q. ilex, la fotoinibizione ha causato un aumento dei livelli di 
quenching non fotochimico (NPQ) nelle piante sottoposte a stress idrico singolo e in 
combinazione con O3 (+76% e +35%, rispetto al controllo). In Q. pubescens, i valori di 
questo parametro hanno evidenziato un decremento (-25% sia per la sola carenza idrica che 
per la combinazione con O3). Per i soggetti esposti ad O3: in Q. ilex, la riduzione della resa 
quantica effettiva (PSII, -28%) è stata accompagnata da un aumento di NPQ (+50%); in Q. 
pubescens, entrambi i parametri subivano una riduzione (-56% per PSII e -43% per NPQ). 
Dai risultati conseguiti è possibile evincere come sia lo stato idrico, piuttosto che 
l’inquinante, a determinare i maggiori effetti dannosi sullo sviluppo vegetativo delle tre 
specie. Tali essenze, pertanto, possono essere inserite in ambito urbano anche in presenza 
di livelli medio-alti di O3. 
 
Lavoro svolto nell’ambito del progetto PRIN 2010-2011 TreeCity. 
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1. INTRODUZIONE 
1.1.  Il cambiamento climatico e lo scenario 2050 in ambiente urbano 
Il cambiamento climatico è da considerarsi come uno dei principali problemi del XXI 
secolo a cui l’uomo deve far fronte (Carter et al., 2014). Molti dettagli non sono ancora 
noti, specialmente in relazione a (i) velocità con la quale avverranno i mutamenti, (ii) 
precisa localizzazione dei fenomeni e (iii) distanza dai punti di non ritorno. Recenti studi 
hanno confermato che è l’attività antropica ad aver indotto questi cambiamenti (Pall et al., 
2011), in particolare attraverso l’emissione dei cosiddetti “gas serra”, che hanno raggiunto 
un picco tra il 1970 e il 2004, con ben il 145% di incremento causato dal settore 
energetico, il 120% dai trasporti, il 65% dall’industria e il 40% dal diverso utilizzo del 
suolo (Misra, 2014). La preoccupazione principale è la rapidità con cui tale fenomeno si sta 
verificando, portando alla conclusione che l’attuale tasso di cambiamento climatico può 
superare quello dei fenomeni adattativi e dei processi evolutivi (Klein et al., 2012). 
I centri urbani sono ormai considerati come i principali responsabili della modificazione 
climatica. Le città occupano il 3% della superficie totale del pianeta, ma la percentuale è in 
aumento, in quanto sempre più persone abbandonano le aree rurali per trasferirsi in quelle 
urbanizzate (Madlener et al., 2011), con la richiesta sempre più crescente di grandi quantità 
di energia, parte della quale viene dissipata sotto forma di calore. In determinate 
condizioni, essa però, si accumula tra edifici e manufatti andando a disperdersi lentamente 
durante la notte e formando microambienti che influenzano considerevolmente la vita delle 
piante in città (Gago et al., 2013). L’effetto dell’urbanizzazione sul clima locale è noto 
come “isola di calore urbana” (Urban Heat Island, UHI) (vedi Figura 1, da Giridharan et 
al., 2004). Altri aspetti che caratterizzano questo fenomeno sono: 
 incremento delle temperature; 
 riduzione dell’escursione termica giornaliera; 
 distribuzione differenziale dei venti risultante dall’interferenza con le costruzioni e 
conseguente canalizzazione di flussi d’aria lungo le vie di comunicazione; 
 quantità di acqua (H2O) minore rispetto a quella presente nell’ambiente naturale. 
Dalla figura possiamo osservare differenze considerevoli anche all’interno dello stesso 
centro urbano. 
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Figura 1. Fenomeno delle isole di calore urbane. I cambiamenti della copertura del suolo possono influire 
sulla temperatura dell’aria (Giridharan et al., 2004). 
A questo fenomeno si devono aggiungere fattori su scala globale, che interferiscono sul 
regolare sviluppo delle specie vegetali. Tra questi: (i) crescenti problemi legati 
all’inquinamento dell’aria; (ii) aumento delle temperature [con stime per il 2050 di un 
incremento di 1,3-1,8 °C della temperatura media mondiale e di 2-3 °C di quella del sud 
dell’Europa (Christensen et al., 2007)]; (iii) riduzione delle risorse idriche disponibili [con 
drastici cali delle precipitazioni medie annue in termini di frequenza ed intensità (Petit et 
al., 2005; Rumukainen, 2012)]; (iv) deterioramento qualitativo delle acque (ad esempio, 
progressiva salinizzazione delle falde, tossicità da metalli pesanti). La situazione italiana si 
mostra perfettamente in linea con quanto finora descritto, mostrando un aumento delle 
temperature medie di 1,7 °C rispetto ai livelli pre-industriali, nonché precipitazioni totali in 
calo con fenomeni siccitosi in aumento, soprattutto nei periodi invernali al nord e in quelli 
estivi al centro sud (Ferrara et al., 2007). Inoltre, questi eventi stanno già comportando 
cambiamenti a livello ecologico: si stima che gli ecosistemi terrestri migreranno a nord ad 
un tasso di 150 km per ogni grado di innalzamento termico, mentre quelli montani a 150 m 
verso l’alto per ogni grado in più (Carraro et al., 2007). 
In questo contesto, la presenza di agenti di stress abiotico può fortemente influenzare la 
gestione delle colture (tanto da stimare che essi siano la causa di circa il 70% delle perdite 
produttive, Boyer e Silk, 2004) e degli spazi verdi. In agricoltura, esso viene definito come 
“una qualunque pressione ambientale in grado di ridurre la produttività potenziale di una 
coltura” (Vernieri et al., 2006). Nel caso delle specie ornamentali, per diminuzione della 
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resa normalmente si intende un calo in termini quantitativi (come nel caso di fiori e/o 
fronde recise) e qualitativi (ad esempio, il valore estetico della pianta). Solo recentemente 
sono stati riaffermati i benefici sociali, ecologici, culturali ed economici del verde (Fini e 
Ferrini, 2007). In particolare, il ruolo degli alberi in città è legato al loro effetto sulla 
qualità dell’aria (Nowak et al., 2000). A tal proposito, le essenze arboree (i) sequestrano e 
stoccano carbonio (C) atmosferico ed altri inquinanti gassosi e (ii) garantiscono il 
miglioramento del microclima, riducendo i consumi energetici ed i relativi carichi 
contaminanti (Cavanagh et al., 2009; Nowak e Dwyer, 2007). Tali funzioni sono spesso 
alterate da condizioni ambientali sfavorevoli, quali carenza idrica e/o inquinamento 
dell’aria. Per questo motivo, l’approfondimento dei meccanismi morfologici e fisiologici di 
risposta delle piante rappresenta uno strumento fondamentale per la comprensione dei 
fenomeni d’acclimatazione e/o adattativi (in particolare, nelle specie arboree caratterizzate 
da un lungo ciclo vitale, Ordòñez et al., 2010) già esistenti, quali la modifica di (i) crescita 
e fasi fenologiche per massimizzare il guadagno di C, evitando danni da gelo in inverno 
(Cleland et al., 2007) e (ii) alcune caratteristiche morfo-fisiologiche specifiche, che 
permettono la sopravvivenza durante la siccità estiva (De Micco e Aronne, 2012), e anche 
quelli futuri, come lo spostamento di areale di alcune specie e conseguente alterazione 
delle serie dinamiche della vegetazione (Cheaib et al., 2012; Vitale et al., 2012). 
Gli studi relativi alla risposta a stress abiotici sono numerosi e indicano come i meccanismi 
di risposta siano spesso simili e collegati tra loro. In particolare, carenza idrica, elevata 
salinità, freddo o caldo eccessivo ed inquinamento dell’aria sono fattori primari di stress, 
che possono essere tutti ricondotti ad un’unica tipologia: lo stress ossidativo (Vinocur e 
Altman, 2005). In generale, l’adattamento delle piante è controllato da una cascata di 
segnali biochimici che attivano processi omeostatici e di riparazione (Wang et al., 2003). 
1.1.1. Ozono e cambiamento climatico 
Il cambiamento climatico è strettamente collegato all’incremento dell’inquinamento 
atmosferico. Molti dei tradizionali inquinanti dell’aria e gas serra non solo hanno fonti 
comuni, ma possono anche interagire sia fisicamente che chimicamente nell’atmosfera 
causando una varietà di effetti ambientali su scala locale, regionale e globale (Bytnerowicz 
et al., 2007).  
L’ozono (O3) troposferico rappresenta il contaminante più fitotossico in virtù della sua 
distribuzione capillare (Bytnerowicz et al., 2007). È stato stimato che la sua 
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concentrazione media diurna durante la stagione fotochimica nell’emisfero settentrionale 
risulta quattro volte maggiore rispetto a quella rilevata nel periodo preindustriale (Fowler 
et al., 1999; Volz e Kley, 1988). Modelli previsionali forniscono stime riguardanti 
incrementi dei livelli di O3 del 20-25% tra il 2015 e il 2050 e di un ulteriore 40-60% entro 
il 2100, favoriti dalle future condizioni climatiche (Meehl et al., 2007).  
Le aree del bacino del Mediterraneo risultano sensibilmente esposte all’aumento dei valori 
di O3, poiché caratterizzate da un’intensa radiazione luminosa ed elevate temperature 
medie, oltre che dalla presenza di molte specie vegetali che emettono composti organici 
volatili (COV) (Chameides et al., 1994). Nella Figura 2 vengono riportati i valori massimi 
di questo inquinante previsti entro il 2050, secondo quanto stimato da Community 
Atmosphere Model with Chemistry (CAM-Chem, Lei et al., 2012). Tale studio mostra 
come i cambiamenti estremi del clima rischiano di rafforzare le mutate condizioni 
meteorologiche, favorendo il rischio di episodi di inquinamento da O3 in molte parti del 
mondo. La differenza della concentrazione di questo inquinante nelle varie regioni per il 
2050 dipende in larga misura dalle emissioni antropogeniche dei precursori. 
Il futuro incremento dei livelli di O3 non solo può indurre significative perdite in ambito 
agricolo e forestale (UNECE, 2004; Hopkin, 2007), ma può anche aggravare gli effetti 
derivanti dal cambiamento climatico, a causa del sinergismo con altri inquinanti gassosi, in 
particolare l’anidride carbonica (CO2), come riportato da Stich et al. (2007). 
Nell’estate 2012, l’obiettivo a lungo termine per la protezione della salute umana (che fissa 
la media massima giornaliera, calcolata su 8 ore nell’arco di un anno civile, a 120 μg m-3) 
indicato nel D.L. n. 155 del 2010 (il quale recepisce la Direttiva 2008/50/CE) è stato 
superato in Spagna, Italia e Grecia per ben 150 volte (EEA, 2013). Le analisi hanno 
mostrato chiaramente che: (i) i superamenti si verificano soprattutto nella zona del 
Mediterraneo; (ii) le differenze di anno in anno sono indotte sostanzialmente dalle 
variazioni meteorologiche; (iii) le concentrazioni misurate a livello di fondo rurale 
rimangono sostanzialmente invariate (EEA, 2011). L’inquinamento da O3 non può più 
essere considerato una questione di qualità dell’aria da affrontare a livello locale, ma si 
tratta di un problema globale che richiede una soluzione globale (Royal Society, 2008). 
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Figura 2. Simulazione della concentrazione di ozono durante i mesi estivi (giugno-agosto) tramite 
Community Atmosphere Model with Chemistry (CAM-Chem), basato su concentrazioni massime giornaliere 
standard di ozono (espresse in ppb e calcolate su 8 h). a) 2000; b) proiezione 2050 dello scenario B1 (limite 
superiore) come differenza dal 2000; c) proiezione 2050 dello scenario A1B (limite medio) come differenza 
dal 2000; d) proiezione 2050 dello scenario A1FI (limite inferiore) come differenza dal 2000 (Lei et al., 
2012). Gli scenari rappresentano tre diversi percorsi climatici, distinti dall’Intergovernmental Panel on 
Climate Change (IPCC) per ottenere una comprensione più completa dei possibili cambiamenti. 
1.1.2. Carenza idrica e cambiamento climatico 
È ipotizzabile che l’impatto del cambiamento globale sul clima mediterraneo possa 
determinare un’alterazione in quantità, frequenza e tipo di precipitazioni, con conseguente 
aumento della lunghezza e dell’intensità dei periodi di siccità (Osburne et al., 2000). A 
causa dell’innalzamento della temperatura dell’aria [(che in Europa è stato stimato di circa 
0,3-0,6 °C per ogni dieci anni (IPCC, 2001)], la superficie del suolo sarà sottoposta ad un 
progressivo incremento del livello di evapotraspirazione che potenzialmente ne potrà 
determinare l’inaridimento (IPCC, 2007), con ulteriore aggravamento dello stress idrico 
per la vegetazione. Queste previsioni sono state confermate dall’analisi del Palmer 
Drought Severity Index (PSDI), che descrive il livello di umidità del terreno calcolato sulla 
base dell’ammontare delle precipitazioni e del livello di evaporazione (che è direttamente 
correlato alla temperatura dell’aria). Il PSDI è rappresentato nella Figura 3 (IPCC, 2007): 
nelle aree di colore rosso-arancio il bilancio idrico della superficie del suolo risulta 
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negativo (cioè il livello di evaporazione è maggiore delle precipitazioni a dimostrazione di 
una tendenza alla siccità); in quelle verde-blu tale bilancio è positivo (c’è una tendenza 
all’arricchimento di H2O nel terreno). In Figura 3a, è descritta la distribuzione spaziale del 
PSDI, calcolato su base mensile nel periodo 1900-2002, che evidenzia sia un forte aumento 
della siccità nel continente africano che una tendenza all’inaridimento delle zone tropicali e 
subtropicali (compresa la regione mediterranea). In Figura 3b, è schematizzato 
l’andamento annuale di questo indice nel medesimo intervallo di tempo. Risulta evidente 
come il PSDI stia assumendo valori sempre più negativi (e quindi con maggiore tendenza 
all’inaridimento del terreno) dagli inizi del 1900, con un forte incremento di questa 
tendenza a partire dal 1960. 
 
Figura 3. Visualizzazione dell’indice Palmer Drought Severity Index (PDSI): a) distribuzione spaziale; b) 
variazione della tendenza annuale valutata nell’ultimo secolo. 
La regione mediterranea ha un clima caratterizzato dall’alternarsi di periodi caldi e 
siccitosi estivi e periodi freddi e umidi invernali. La variabilità e la poca prevedibilità delle 
precipitazioni impongono forti limitazioni alla sopravvivenza ed allo sviluppo delle piante 
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(Joffre et al., 1999). La carenza idrica, spesso accompagnata da elevate temperature, 
provoca uno degli stress più pericolosi per le piante che induce modificazioni dirette sul 
loro metabolismo come conseguenza dell’adattamento a condizioni ambientali sfavorevoli 
(Flexas et al., 2006). In particolare, sia la distribuzione che la composizione della 
vegetazione in queste aree sono maggiormente influenzate dall’entità del periodo siccitoso 
in estate (Galmés et al., 2005). 
1.2. Inquinamento da ozono  
1.2.1. Formazione dell’ozono 
L’O3 è contenuto in tutti gli strati dell’atmosfera in quelli sia superiori (stratosfera) che 
inferiori (troposfera). La maggior parte si trova tra 18-50 km dalla superficie terrestre dove 
è presente per circa il 97% del volume totale dell’involucro gassoso. Qui è sotto forma di 
una fascia, che costituisce uno scudo protettivo contro la maggior parte delle radiazioni 
ultraviolette (UV, bassa lunghezza d’onda λ ≤ 242 nm) emesse dal Sole e potenzialmente 
dannose per la vita sulla biosfera, a causa della loro azione mutagena. In tale strato, il gas 
si forma per reazione dell’ossigeno (O2) con la sua forma monoatomica (O) generata per 
fotolisi dai raggi UV e in presenza di una molecola (M), in grado di assorbire l’energia in 
eccesso (meccanismo di Chapman) (Chameides et al., 1994): 
O2 + hv (λ ≤ 242 nm) → O + O 
O + O2 + M → O3 + M 
dove h è la costante di Planck, v e λ, rispettivamente, la frequenza e la lunghezza d’onda 
del fotone assorbito; M indica una specie molecolare di fondo (di fatto azoto, N2). 
A livello troposferico, l’O3 è prodotto da una reazione in equilibrio O2/O3, che coinvolge 
gli ossidi di azoto (NOx) e la luce (Rao et al., 2000) e porta alla formazione e/o alla 
distruzione in uguale quantità di O3 e monossido di azoto (NO), in quello che prende il 
nome di “ciclo indisturbato del biossido di azoto (NO2)” (Figura 4a). Possono anche 
verificarsi fenomeni di intrusione del gas negli strati più bassi grazie a scambi tra 
stratosfera e troposfera, che avvengono solo in particolari condizioni meteorologiche 
(Junge, 1962). Questi e altri eventi, come le scariche elettriche durante i temporali, 
mantengono l’O3 “al suolo” ad un livello di background naturale pari a 10-20 ppb (1 ppb di 
O3 è uguale a 1,96 μg m
-3
, a 20 °C e 101,325 kPa). Al contrario, in atmosfere inquinate, la 
formazione di NO2 segue vie alternative che non implicano la rimozione dell’O3, per cui si ha un 
notevole accumulo di questo inquinante. Quando nella troposfera sono presenti anche specie 
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chimicamente molto attive quali gli idrocarburi, il suddetto equilibrio viene spostato verso 
l’aumento dell’O3, attraverso la sottrazione diretta di NO a formare altri composti (Figura 4b), 
anch’essi contaminanti. Inoltre, la fotossidazione del monossido di carbonio (CO), la presenza di 
idrocarburi incombusti [come il metano (CH4)], formaldeide e altre sostanze organiche non 
metaniche, possono contribuire alla formazione di O3, nell’ambito del cosiddetto “smog 
fotochimico” (Fishman et al., 1985):  
CO + 2O2 + hv → CO2 + O3 
CH4 + 4O2 + 2 hv → HCOH + H2O + 2O3 
RH + 4O2 + 2 hv → R’CHO + H2O + 2O3 
Le dinamiche degli NOx rivestono dunque particolare importanza nei processi di 
formazione e distruzione di questo inquinante.  
L’O3 non è soltanto il prodotto quantitativamente più importante dei processi di smog 
fotochimico, ma è anche uno degli elementi di innesco che attivano i processi stessi. 
Infatti, l’O3 subisce una dissociazione chimica ad una lunghezza d’onda compresa tra 280 e 
310 nm, formando atomi di O2 eccitati che velocemente reagiscono con il vapore d’H2O 
formando il radicale ossidrile:  
O3 + hν → O2 + O 
O + H2O → OH + OH 
Tutte queste reazioni conducono ad un’alterazione dell’equilibrio del ciclo foto-stazionario 
a favore della produzione di O3 (Derwent et al., 1987) e permettono di comprendere per 
quale motivo gli episodi acuti di smog fotochimico spesso persistono, con intensità 
crescente, per più giorni consecutivi. 
Spesso i livelli più alti di contaminazione si registrano in prossimità delle fonti di 
emissione come nelle aree urbane e/o industriali. Tuttavia, considerata la facilità con la 
quale si spostano i precursori, è frequente il caso in cui la concentrazione di O3 sia 
superiore in aree poste alcune decine di chilometri sotto vento rispetto alle città, che non 
negli agglomerati stessi. Inoltre, proprio nelle zone più inquinate si verificano con 
maggiore intensità le reazioni che portano alla diminuzione dell’O3 (“titolazione”) 
(Lorenzini e Nali, 2005). 
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Figura 4. a) Ciclo fotolitico indisturbato del biossido di azoto; b) interazione con gli idrocarburi nella 
formazione dello smog fotochimico (da Lorenzini e Nali, 2005). 
La possibilità di trasporto a lunghe distanze (anche a diverse centinaia di chilometri) dei 
precursori e dello stesso O3 in aree remote, rurali e forestali (e in alto mare) è ben 
dimostrata. Ad esempio, la maggior parte dell’inquinante che si riscontra sull’isola di Creta 
trova la sua origine nella terraferma (Kouvarakis et al., 2000). Situazione analoga è stata 
riscontrata a Tenerife (isole Canarie), dove i venti provenienti prevalentemente da nord-est 
trasportano il contaminante da zone a latitudini nordiche, così da contribuire insieme a 
quello prodotto sull’isola, agli alti livelli di AOT40 (Accumulated exposure Over a 
Threshold of 40 ppb, Guerra et al., 2004). Studi effettuati con tecniche di biomonitoraggio 
hanno evidenziato la presenza di significative concentrazioni dell’ossidante nelle isole 
minori dell’Arcipelago Toscano (Gorgona e Capraia), dove la produzione locale di 
precursori è irrilevante (Lorenzini et al., 1995). Quindi, nonostante la formazione di O3 sia 
tipica delle aree urbane con elevata densità di traffico, questo inquinante è facilmente 
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trasportato verso le zone suburbane e periferiche con risvolti negativi sulla crescita e sullo 
sviluppo di colture agricole, essenze forestali e vegetazione spontanea (Lefohn, 1992). 
Come sopra riportato, nel meccanismo di formazione dell’O3 troposferico svolgono un 
ruolo fondamentale la componente antropogenica e quella meteo-climatica. Di 
conseguenza, questo inquinante è caratterizzato da una distribuzione geografica peculiare, 
strettamente legata alla concentrazione dei precursori e alle condizioni atmosferiche, e da 
un andamento sia stagionale che giornaliero. I profili circadiani mostrano, infatti, un ben 
definito ritmo caratterizzato da bassi livelli durante la notte e da un picco di concentrazione 
durante le ore centrali della giornata. Esiste, poi, un’ampia variabilità stagionale con i 
periodi estivi maggiormente soggetti al rischio (Figura 5). 
Generalmente, più alti livelli di O3 si registrano quando la temperatura dell’ambiente 
raggiunge valori compresi tra 27 e 32 °C. In città situate ad altitudini elevate (ad esempio, 
Città del Messico), in cui la radiazione solare è più intensa, sono stati raggiunti notevoli 
livelli di concentrazione (> 300 ppb) anche a temperature inferiori (McKee, 1993). Alla 
luce di queste considerazioni, appare chiaro come il bacino del Mediterraneo, presentando 
estati calde e secche ed inverni miti, sia una regione ad alto rischio per lo smog 
fotochimico (Hidy e Mueller, 1986). Si possono avere valori elevati anche di notte: i 
meccanismi che giustificano il fenomeno sono tre: (i) trasporto orizzontale da altre località, 
(ii) discesa dalla stratosfera, (iii) intrappolamento dell’O3 durante il giorno in uno strato di 
inversione termica (Lorenzini e Nali, 2005). 
1.2.2. Ozono ed effetti sulla vegetazione 
Le piante sono i recettori più sensibili all’azione nociva dell’O3 e non è casuale il fatto che 
la prima percezione di una problematica ambientale relativa alla presenza di ossidanti 
atmosferici sia legata appunto all’individuazione di anomalie nella vegetazione (Haagen-
Smith et al., 1952). 
L’O3 può indurre nelle piante una risposta “acuta”, che si manifesta con danno fogliare 
visibile e morte cellulare (Chappelka et al., 1998; Schaub et al., 2005), o una “risposta 
cronica” che provoca i seguenti effetti: 
 accelera la senescenza (Reich e Lassoie, 1985; Stow et al., 1992; Pell et al., 1999); 
 influisce negativamente sulla fotosintesi (Barnes, 1972; Coleman et al., 1995; Wang 
et al., 2009); 
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 aumenta la respirazione (Reich, 1983; Noormets et al., 2001; Velikova et al., 2005); 
 altera le vie di allocazione di C (Coleman et al., 1995; Bussotti et al., 2008); 
 modifica il bilancio idrico (Panek, 2004), la composizione e la struttura delle cere 
epicuticolari (Mankovska et al., 2005; Percy et al., 2002; Gerosa et al., 2003); 
 influenza l’architettura della chioma (Dickson et al., 2001; Braun et al., 2007); 
 predispone le piante all’attacco di patogeni (Stark et al., 1968; Karnosky et al., 
2002); 
 diminuisce la crescita e la produttività (Karnosky et al., 1996; Manes et al., 2003, 
2005) oltre che la fitness (Karnosky et al., 2003). 
 
 
Figura 5. Variazioni giornaliere e stagionali della concentrazione di ozono in località San Piero a Grado nel 
Comune di Pisa (da Nali e Lorenzini, 2009). 
Gli effetti dell’O3 si manifestano quando questo viene in contatto con la struttura cellulare 
della pianta. Questo provoca una serie di risposte a catena che determinano danni a livello 
sia cellulare che tissutale, arrivando ad alterare le dinamiche produttive e riproduttive di 
intere comunità vegetali. Si osserva, inizialmente, una clorosi fogliare diffusa, aspecifica, 
quindi di difficile individuazione. Gli stadi successivi sono rappresentati da una 
“bronzatura” o dalla comparsa di necrosi puntiformi (stippling) o localizzate (flecking). In 
ogni caso, le zone interessate sono limitate al tessuto a palizzata delle regioni internervali. 
L’O3 provoca una spiccata “divergenza sintomatica”, così che il colore e la distribuzione 
delle lesioni (Figura 6) variano anche ampiamente da specie a specie (Lorenzini e Nali, 
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2005). Occorre, comunque, considerare che il sintomo più diffuso dovuto all’azione di 
questo inquinante, è l’induzione prematura della senescenza, non sempre rilevabile in aria 
ambiente. 
 
 
Figura 6. Lesioni fogliari indotte dall’esposizione all’ozono osservate al microscopio stereoscopico: (a) 
tabacco (Nicotiana tabacum cv. Bel-W3); (b) vite (Vitis vinifera cv. Trebbiano); (c) ailanto (Ailanthus 
altissima); (d) pioppo (Populus deltoides x maximowiczii clone Eridano); (e) fagiolo (Phaseolus vulgaris cv. 
Pinto); (f): viburno (Viburnum tinus); (g) soia (Glycine max cv. Gemma); (h) robinia (Robinia pseudo-
acacia). La barra equivale a 3 mm (da Lorenzini e Nali, 2005). 
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Ormai da tempo si è andato affermando il concetto di danno “subliminale” riferito agli 
effetti che non possono essere osservati macroscopicamente (Kley et al., 1999; Bussotti et 
al., 2003). Essi coinvolgono aspetti biochimici e fisiologici responsabili di riduzioni nella 
crescita e nei livelli quali-quantitativi della produzione, processi che nel loro insieme sono 
conosciuti come “sindrome da stress da O3” (Peñarrubia e Moreno, 1999). 
La Figura 7 sintetizza le molteplici interazioni tra piante e O3, i cui ruoli ambientali sono 
altresì complessi. Quindi, seppur la manifestazione più appariscente sia la comparsa di un 
evidente quadro sintomatico a livello fogliare (in merito, specie ipersensibili risultano 
particolarmente utili ai fini del biomonitoraggio ambientale), la pianta esposta 
all’inquinante subisce alterazioni a carico dei più importanti processi metabolici primari e 
secondari, con stati di sofferenza generalizzati e decrementi complessivi della biomassa, 
anche cospicui (in funzione della suscettibilità), che possono ripercuotersi negativamente 
nelle capacità di risposta difensiva/adattativa ad altri tipi di stress concomitanti. Un 
organismo vegetale, d’altro canto, può contribuire da un lato all’abbattimento 
dell’inquinante, per lo più a seguito di assorbimento da parte delle superfici verdi 
traspiranti e, dall’altro, a favorirne la sua formazione per emissione di precursori quali 
COV biogenici (BVOC). Sono molte, infatti, le piante che liberano idrocarburi volatili i 
quali possono partecipare, al pari (ma, verosimilmente anche con maggiore efficienza) di 
quelli di natura antropica, alla catena di reazioni che portano alla formazione e accumulo di 
O3 e di altre molecole rilevanti sotto il profilo tossicologico (Lorenzini e Nali, 2005). 
1.2.3. Fitotossicità dell’ozono 
Il danno da O3 si ripercuote in tutto l’organismo vegetale come risultato di reazioni 
biochimiche e fisiologiche che avvengono nel mesofillo fogliare. L’O3 penetra all’interno 
della foglia attraverso gli stomi della pagina abassiale (Reich, 1987) (anche in piante 
anfistomatiche, questo gas deve penetrare attraverso le aperture inferiori per provocare i 
danni). Una volta penetrato all’interno della foglia, si diffonde negli spazi intercellulari del 
mesofillo e nella parete cellulare e, una volta giunto a contatto con il plasmalemma, ne 
attacca le molecole proteiche e i lipidi (Rao et al., 2000). 
Questo inquinante è particolarmente tossico per gli organismi vegetali per una serie di 
caratteristiche. Oltre al suo alto potenziale redox (+2,07 V), ha approssimativamente lo 
stesso coefficiente di diffusione della CO2 e incontra, quindi, la stessa resistenza nella 
penetrazione fogliare e di membrana. Inoltre, la sua solubilità in H2O (e, quindi, nel liquido 
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cellulare) è dieci volte maggiore dell’O2. Infine, reagisce con l’H2O maggiormente in 
ambiente alcalino (Colbeck e MacKenzie, 1994). 
 
 
Figura 7. Schematizzazione delle molteplici interazioni ozono-pianta. Gli organismi vegetali possono: 
manifestare sintomi macroscopici e/o alterazioni impercettibili ad occhio nudo di tipo cronico o acuto, se 
esposti all’inquinante; contribuire alla sua rimozione (per lo più a seguito di assorbimento fogliare) o, al 
contrario, alla sua formazione per l’emissione di idrocarburi volatili precursori. 
Sulla base degli studi condotti da Gill e Tuteja (2010), l’O3 si dissocia rapidamente in 
soluzione acquosa generando specie reattive dell’O2 (ROS, Reactive Oxygen Species) 
come anione superossido (O2
-
), perossido di idrogeno (H2O2), ossigeno singoletto (
1
O2) e 
radicale ossidrile (OH
•
), a seguito di reazioni con altre biomolecole. Inoltre, il decadimento 
dell’O3 nel mezzo acquoso si realizza con un tasso significativo soltanto ad elevati livelli di 
pH (circa 8) e, di conseguenza, la decomposizione diretta dell’inquinante è più lenta 
rispetto alle reazioni con le molecole biologiche (Kanofsky e Sima, 1995), che assumono, 
quindi, un ruolo principale nella produzione delle ROS. 
L’O3 interagisce anche con molecole organiche contenenti doppi legami C-C, andando così 
ad incrementare la produzione di radicali liberi, sia attraverso l’addizione del contaminante 
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al doppio legame con conseguente formazione dell’ozonide, sia tramite l’incorporazione di 
un atomo dell’inquinante in un prodotto ossidato, attraverso la formazione di epossido e 
1
O2 (Kanofsky e Sima, 1995):  
 
Sulla base della misurazione del flusso di O3 nella foglia, Laisk et al. (1989) hanno 
suggerito che l’inquinante non penetra profondamente negli spazi intercellulari, ma si 
decompone rapidamente a livello della parete cellulare e della membrana plasmatica. 
Poiché entrambe contengono numerose molecole organiche con doppi legami C-C (gruppi 
fenolici, composti olefinici, proteine ammidiche, etc.), il primo sito cellulare di reazione 
dell’O3 è proprio questo. L’inquinante può partecipare direttamente alla reazione di 
ozonolisi, attaccando le molecole lipidiche insature e generando H2O2 e aldeidi, in 
particolare malondialdeide (MDA) e 4-idrossinonenale (HNE, Figura 8), ma anche alcani, 
epossidi, alcoli e altri prodotti di degradazione che possono facilmente interagire con DNA 
e proteine, con successiva formazione di pericolosi coniugati (Heath, 1987; Davies, 2001; 
Fam e Morrow, 2003). In alternativa, può avvenire che l’OH•, o un’altra ROS, rimuova un 
atomo di idrogeno da un gruppo metile della catena, producendo, successivamente alla 
reazione con l’O2, un radicale perossile (Halliwell e Gutteridge, 1989) nel processo che 
prende il nome di perossidazione lipidica: 
 
Il danno alla membrana plasmatica che ne deriva comporta (i) modificazioni nel trasporto 
degli ioni, (ii) aumenti della sua permeabilità e crollo del suo potenziale e (iii) inibizione 
dell’attività delle pompe protoniche e facilitazione dell’ingresso degli ioni Ca2+ 
dall’apoplasto. 
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L’O3 ha anche la capacità di inattivare le proteine di membrana attraverso reazioni di 
ossidazione e tramite l’alerazione dei gruppi funzionali degli aminoacidi (cisteina, 
metionina e triptofano). Nel primo, i gruppi -SH di due molecole vanno a formare ponti S-
S con conversione a cistina; nel secondo, l’atomo di zolfo è ossidato a sulfossido; nel terzo, 
si ha la rottura dell’anello pirrolico. L’aggressione alle proteine coinvolge anche gli enzimi 
in seguito a effetti sulla struttura secondaria e terziaria (Kelly e Mudway, 2003), nonché le 
ATPasi associate alla pompa ionica di membrana che possono essere inattivate, 
influenzando il trasporto fino al dissesto dell’osmoregolazione (Singh et al., 2010). 
 
 
Figura 8. L’attività delle ROS a carico dei lipidi di membrana porta a formazione di aldeidi (MDA, HNE) 
estremamente reattive all’interno della cellula (da Gill e Tuteja, 2010). 
1.2.4. Effetti dell’ozono sulla fotosintesi  
Gli effetti fitotossici dell’O3 si esprimono anche a livello fisiologico. Esso indirettamente è 
in grado di raggiungere i cloroplasti e di alterare le membrane tilacoidali che sono 
particolarmente sensibili a questo tipo di inquinante (Thomson et al., 1966). Con il 
danneggiamento delle membrane nei cloroplasti, possono alterarsi i processi di trasporto 
degli elettroni, che causano una diminuzione della fotosintesi. In questa situazione è stato 
osservato un incremento del tasso respiratorio all’interno delle cellule, probabilmente 
dovuto ad un aumento delle attività metaboliche per i processi di riparazione delle 
membrane (Kellomaki e Wang, 1998). Oltre ai tilacoidi anche lo stroma del cloroplasto 
risulta alterato dall’O3 (Thomson et al., 1966). Lo stress indotto da questo gas può agire 
anche a livello della fotochimica primaria, diminuendo la capacità del complesso antenna 
del fotosistema II (PSII) di “catturare” l’energia luminosa, riducendo l’efficienza con cui 
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gli elettroni eccitati sono utilizzati per i processi fotochimici ed alterando il flusso 
elettronico fotosintetico (Nie et al., 1993).  
Il processo fotosintetico è il principale bersaglio degli effetti negativi dell’O3 (Fiscus et al., 
1997; Farage e Long, 1999), che possono derivare da processi stomatici e non (Inclàn et 
al., 2005), quali: 
 riduzione della disponibilità di CO2 attraverso una parziale chiusura degli stomi 
(Robinson et al., 1998); 
 induzione di una minore fissazione di CO2 a livello del mesofillo, che determina un 
aumento della sua concentrazione nella cavità sottostomatica, cui consegue la 
chiusura degli stomi (Gerant et al., 1996; Manes et al., 1997). 
Gli stomi hanno sicuramente un ruolo fondamentale nel determinare il flusso di O3 che 
entra nel fluido apoplastico, poiché maggiore è la loro apertura e maggiore è la dose di 
inquinante che raggiunge gli spazi intercellulari (Sandermann e Matyssek, 2004; Gerosa et 
al., 2009). L’attività stomatica è pertanto considerata come l’elemento chiave nel 
determinare la sensibilità di ciascuna specie all’O3 (Emberson et al., 2000). 
In particolare, le sempreverdi mediterranee, le cui caratteristiche morfo-anatomiche 
associate alla sclerofillia delle foglie comportano bassi valori di scambi gassosi e 
conduttanza stomatica (Manes et al., 1997), i quali subiscono un’ulteriore riduzione 
associata alla limitata disponibilità di risorse durante il periodo estivo (Gratani e Varone, 
2004), mostrano una bassa sensibilità anche ad elevate concentrazioni di O3 (Manes et al., 
1998; Nali et al., 2004; Paoletti et al., 2005). Al contrario, specie caratterizzate da elevati 
tassi di scambi gassosi quali, ad esempio, Populus spp. e Betula spp. (Ranieri et al., 2001; 
Oksanen et al., 2001; Karnosky et al., 2003; Nali et al., 2005), in condizioni di buona 
disponibilità idrica durante la stagione vegetativa (che caratterizzano i Paesi del nord e del 
centro Europa) mostrano una maggiore sensibilità a questo inquinante. Moldau et al. 
(1990) hanno dimostrato che l’O3 induceva una rapida chiusura stomatica già dopo 12 
minuti di esposizione, quando ancora non si erano verificate alterazioni dell’efficienza di 
carbossilazione, sostenendo quindi che questa chiusura era la conseguenza di un effetto 
diretto dell’inquinante sulle cellule di guardia. 
Se numerosi Autori hanno correlato la diminuzione dell’attività fotosintetica, osservata 
nelle piante esposte a O3, ad una riduzione della conduttanza stomatica (Mansfield e 
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Pearson, 1996; Kollist et al., 2000; Tauszan et al., 2007), secondo altri, invece, la riduzione 
della conduttanza stomatica sarebbe piuttosto il risultato di una diminuzione del livello di 
fotosintesi (Fiscus et al., 1997; Noormets et al., 2001; Guidi et al., 2002; Degl’Innocenti et 
al., 2003; Flowers et al., 2007; Pellegrini et al., 2011). 
La tolleranza all’O3, comunque, non dipende solo dall’attivazione del meccanismo di 
chiusura stomatica, ma anche dalla diversa capacità delle cellule fotosinteticamente attive 
del mesofillo di riparare i danni fotossidativi (Francini et al., 2008). Per questo le strategie 
di difesa delle piante nei confronti di questo gas comprendono, oltre all’abilità di limitarne 
l’ingresso attraverso gli stomi, anche la produzione di sostanze antiossidanti (“scavenger”) 
in grado di detossificare l’O3 e le ROS da esso prodotte (Musselman et al., 2006). In specie 
caratterizzate da un elevato potenziale antiossidante si osserva, infatti, una risposta non 
proporzionale tra l’assorbimento stomatico di O3 e gli effetti sulla fisiologia della pianta 
(Musselman e Massman, 1999; Karlsson et al., 2004). 
Le interferenze sul processo fotosintetico possono realizzarsi anche nella fase di fissazione 
della CO2. La capacità di assimilazione è principalmente dovuta all’efficienza di 
carbossilazione operata dalla ribulosio-1,5 bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (RuBisCO, 
enzima chiave nella fissazione della CO2) che per azione dell’O3 potrebbe subire una 
perdita dell’attività. Tale fenomeno sembra essere, però, imputabile alla diminuzione della 
concentrazione di questo enzima nelle foglie indotto da diversi meccanismi [come (i) 
aumento della degradazione delle proteine legate alla sua produzione, (ii) inibizione della 
loro sintesi (Pell et al., 1994; Brendley et al., 1998; Junqua et al., 2000) o (iii) diretta 
frammentazione della proteina dovuta a fenomeni ossidativi operati dalle ROS (Ishida et 
al., 1999)], piuttosto che ad un decremento della sua attività (Farage e Long, 1999; Fiscus 
et al., 2005). 
Questi processi potrebbero verificarsi contemporaneamente o meno, in dipendenza della 
concentrazione dell’O3, del tempo di esposizione e dell’età delle foglie (Junqua et al., 
2000). La degradazione delle proteine potrebbe essere dovuta all’aumentata attività di 
enzimi proteolitici o a modificazioni della RuBisCO operate da radicali liberi. Secondo 
alcuni Autori (Pell et al., 1994), la perdita dell’enzima in questione, per ossidazione o 
degradazione nei cloroplasti in condizioni di stress ossidativo, è mascherata da un’alta 
capacità di turnover di questa proteina a livello fogliare, meccanismo che implica un 
pesante costo energetico per le piante. Altri affermano, invece, che la rapida rigenerazione 
non viene mantenuta e, quindi, di conseguenza si ha una progressiva diminuzione del 
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contenuto di RuBisCO (Gaucher et al., 2003). Diversi lavori, inoltre, hanno dimostrato che 
la riduzione della quantità e dell’attività dell’enzima, in seguito ad esposizioni croniche, 
caratterizza principalmente le foglie mature sulle quali si realizza anche la progressiva 
comparsa di sintomi (Pell et al., 1992; Brendley et al., 1998; Lütz et al., 2000), mentre in 
quelle più giovani l’attività risulta essere stimolata rispetto ai controlli mantenuti in aria 
filtrata (Landolt et al., 1997; Gaucher et al., 2003). 
1.3. Carenza idrica 
1.3.1. Effetti sulla vegetazione 
L’espressione “stress idrico” è riferita alla condizione in cui le cellule vegetali e i tessuti 
perdono il loro pieno turgore e tale fenomeno può verificarsi allorché la disponibilità di 
H2O nel suolo è bassa e quindi l’alimentazione idrica risulta insufficiente. Il fenomeno può 
avvenire anche quando la temperatura ambientale e il livello di radiazione solare sono 
elevati, il che comporta un eccessivo incremento della traspirazione (Sinclair e Ludlow, 
1985). 
Quando l’H2O è liberamente disponibile nel suolo viene assorbita facilmente dalle radici 
delle piante attraverso il processo di traspirazione. In questa situazione, le cellule sono 
completamente turgide [con un contenuto idrico relativo o Relative Water Content (RWC) 
intorno al 90-95%], il livello di traspirazione potenziale delle piante è massimo ed è 
prevalentemente determinato dalla diffusione di vapore acqueo fra le foglie e l’atmosfera, 
senza nessuna regolazione stomatica. Nel momento in cui l’H2O comincia ad essere poco 
(o difficilmente) disponibile nel terreno ed il suo assorbimento non può più compensare la 
relativa perdita per i processi traspirativi, le piante cominciano a regolare il loro bilancio 
interno modulando le aperture stomatiche che, chiudendosi, permettono di mantenere il 
livello di traspirazione simile a quello di assorbimento di H2O tramite le radici (ed il valore 
di RWC rimane costante). In assenza di disponibilità idrica, gli stomi si chiudono 
completamente nel tentativo di mantenere il valore di RWC costante nel tempo; se il 
periodo di stress idrico risulta molto prolungato, i livelli di questo parametro cominciano 
progressivamente a diminuire e le piante iniziano a disidratarsi. Nel caso in cui il contenuto 
relativo di H2O diminuisce sotto una certa soglia (caratteristica per ogni specie) le piante 
subiscono danni permanenti (Sinclair e Ludlow, 1986). 
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Nell’area mediterranea, come già riportato, durante i mesi estivi si verificano 
contemporaneamente situazioni di alte radiazioni, elevate temperature e bassa disponibilità 
idrica. Le specie vegetali, in condizioni di siccità, sono sottoposte contemporaneamente a 
differenti situazioni di stress che si traducono in: (i) minore conduttanza stomatica ed 
assimilazione di C; (ii) disidratazione cellulare; (iii) eccesso di energia di eccitazione; (iv) 
massiccia generazione di ROS; (v) riduzione nell’assorbimento dei nutrienti; (vi) morte 
cellulare (Flexas et al., 2004;. Guidi et al., 2008;. Jubani-Mari et al., 2010;. Fini et al., 
2012). 
In presenza di fenomeni piuttosto intensi, lo stress idrico: 
 accelera la senescenza e l’abscissione delle foglie più vecchie (Schuppler et al., 
1998); 
 influenza l’accumulo di biomassa (Banon et al., 2004); 
 limita la produttività delle piante e le rese, riducendo fotosintesi e crescita fogliare 
(Blum, 1999; Miyashita et al., 2005; Koller et al., 2013); 
 riduce la respirazione (Miyashita et al., 2005); 
 può influenzare la partizione della biomassa nelle diverse porzioni delle piante 
(chioma e radici) (Schuppler et al., 1998; Shilpi et al. 2005); 
 aumenta la suscettibilità nei confronti di stress biotici (Blaker e MacDonald, 1981; 
Erbaugh et al., 1995). 
Le risposte delle piante alla scarsità di H2O sono molto complesse e causano cambiamenti 
adattativi e/o effetti in grado di comprometterne la sopravvivenza stessa. La riduzione della 
crescita determinata dalla bassa disponibilità idrica è principalmente dovuta alla 
modificazione in negativo del bilancio di C, che dipende dall’equilibrio tra fotosintesi e 
respirazione (Lambers et al., 1998). 
Nell’ambiente mediterraneo, le specie vegetali, coerentemente con le loro diverse origini 
evolutive, hanno sviluppato numerosi meccanismi di adattamento e/o sopravvivenza alla 
scarsa disponibilità di H2O (Peñuelas et al., 2011; West et al., 2012). Questi sono legati per 
lo più alla formazione di apparati radicali profondi, alla sclerofillia in alberi e arbusti 
sempreverdi, alla perdita completa dell’apparato fogliare durante la stagione estiva (afillia), 
all’anticipazione del ciclo riproduttivo in erbacee annuali e geofite prima dell’arrivo del 
periodo secco (Ehleringer e Mooney, 1983). 
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Le piante possono essere classificate in tre gruppi a seconda delle condizioni idriche 
richieste per il normale completamento del loro ciclo vitale. La prima classe è quella delle 
xerofite, che richiedono un basso consumo di H2O e sono originarie di zone estremamente 
aride e il cui punto di appassimento è -70 bar. La seconda è quella delle mesofite, essenze 
che vivono in zone temperate con moderati apporti di H2O, il cui punto di appassimento è -
15 bar (ma possono arrivare anche -30 bar). Infine, la terza è quella delle idrofite, piante 
amanti dell’H2O abituate alla sommersione parziale o completa, che non sono in grado di 
crescere al di sotto del punto di appassimento di -5/-10 bar (Giardini, 1986). 
1.3.2. Effetti della siccità sulla fotosintesi 
In aggiunta a quanto sopra riportato in relazione ai tratti bio-morfologici, le piante 
mediterranee manifestano adattamenti fisiologici come il controllo stomatico, la 
limitazione dell’attività fotosintetica e la fotorespirazione.  
La riduzione dell’attività fotosintetica in seguito a stress idrico è inizialmente dovuta a:  
 meccanismi di chiusura stomatica messi in atto dalla pianta per ridurre e prevenire la 
perdita di H2O, con conseguente riduzione della disponibilità di CO2 a livello dei 
cloroplasti (Morales et al., 2008);  
 riduzione della diffusione della CO2 all’interno del tessuto fogliare in dipendenza 
della diminuzione della conduttanza del mesofillo (Grassi e Magnani, 2005).  
Quando l’inizio dello stress è più rapido o avviene a completa espansione fogliare, 
intervengono risposte che permettono alla pianta di proteggersi dalla disidratazione 
immediata come la chiusura degli stomi, mediante i quali riduce l’evaporazione dalla 
superficie fogliare: la loro chiusura può essere considerata la prima linea di difesa contro la 
siccità. La possibilità con cui le aperture stomatiche si possono regolare è legata 
all’esposizione delle cellule di guardia all’atmosfera, con una conseguente variazione nella 
perdita di H2O per evaporazione. Questo meccanismo ne determina la chiusura 
idropassiva. Altro ulteriore meccanismo di regolazione è la cosiddetta chiusura idroattiva, 
che avviene quando la foglia intera o la radice si disidratano; tale fenomeno dipende dai 
processi metabolici delle cellule di guardia. Il meccanismo di perdita dei soluti di 
quest’ultime è innescato dalla diminuzione dello stato idrico del resto della foglia. Ci sono 
prove evidenti che l’acido abscissico (ABA) abbia una funzione importante in questo 
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processo. Un effetto della disidratazione è quello dell’abbassamento del pH dello stroma, 
che permette la liberazione di una certa quantità di ABA (Miyashita, 2005). 
Le risposte degli stomi alla disidratazione fogliare risultano intra- e inter-specifiche. 
Messaggeri provenienti dal sistema radicale possono influire sulla regolazione stomatica 
nei confronti dello stress idrico. La presenza di messaggeri radicali è dimostrata dal fatto 
che l’apertura degli stomi è più spesso correlata alla presenza di H2O nel suolo piuttosto 
che allo stato idrico della foglia. L’impianto radicale è l’unica componente che può essere 
direttamente influenzata dallo stato idrico del terreno. Inoltre, le radici producono e 
rilasciano ABA nel succo xilematico. Ciò porta a concludere che gli stomi durante la 
siccità del suolo rispondono a due tipi di segnali: il primo è legato all’ABA dell’apparato 
radicale ed è un sistema di allarme precoce, che indica che le radici cominciano a 
disseccarsi; il secondo, invece, fa riferimento alla traslocazione di questo ormone 
all’interno della radice che si sta disseccando (Miyashita, 2005). 
La velocità del processo fotosintetico risponde raramente a moderati stress idrici al 
contrario dell’espansione fogliare: questo perché la fotosintesi è molto meno sensibile al 
turgore di quanto non lo sia l’accrescimento vegetale. Inoltre, durante fenomeni di carenza 
idrica, la concentrazione di Mg
2+
 dei cloroplasti può influire sull’assimilazione di CO2 
attraverso il suo ruolo nell’accoppiamento tra il trasporto elettronico e la produzione di 
ATP.  
Al momento della chiusura degli stomi, durante le prime fasi dello stress idrico, 
l’efficienza di utilizzo dell’H2O può aumentare, poiché questo fenomeno inibisce la 
traspirazione. Indipendentemente dalla natura delle resistenze diffusive (regolazione 
stomatica e diminuzione della conduttanza del mesofillo), la loro somma contribuisce a 
limitare l’assimilazione della CO2, alterando il rapporto tra concentrazione di O2 e di CO2 
disponibile per la RuBisCO e favorendo, quindi, la reazione di ossigenazione rispetto a 
quella di carbossilazione della CO2 (Osmond et al., 1997). 
La respirazione mitocondriale è la maggiore sorgente di emissione di CO2 dalle piante 
nell’atmosfera e, perciò, rappresenta una importante componente nel bilancio di C degli 
ecosistemi (Valentini et al., 2000). Questa è molto influenzata dalla temperatura (Loreto et 
al., 2001), ma tende a diminuire in presenza di stress idrico, anche se questo 
comportamento non è univoco e dipende molto dalla specie presa in esame (Ghasghaie et 
al., 2001; Flexas et al., 2005). E’ però evidente come, in risposta alla carenza idrica, il 
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rapporto tra respirazione e fotosintesi tenda ad aumentare progressivamente, con 
conseguente diminuzione del bilancio complessivo di C nelle piante (Flexas et al., 2005). 
Misure dirette di respirazione mitocondriale alla luce hanno evidenziato un aumento in 
foglie esposte ad episodi di stress (Pinelli e Loreto, 2003). L’aumento della CO2 emessa a 
seguito della fotorespirazione in foglie stressate indica probabilmente che la CO2 respirata 
può anche essere “riciclata” dalla fotosintesi (Loreto et al., 2001) e che questa componente 
è ridotta quando la fotosintesi è inibita in condizioni di stress. Quest’ultime, nel caso siano 
prolungate, possono portare anche a limitazioni di ordine biochimico, come (i) 
disattivazione (reversibile entro certi termini) e diminuzione della quantità della RuBisco 
(Lawlor e Cornic, 2002; Bota et al., 2004), (ii) danneggiamento del processo di sintesi 
dell’ATP e di fotofosforilazione (Tezara et al., 1999) e (iii) limitazione della disponibilità 
dell’enzima saccarosio-fosfatosintasi (Vassey e Sharkey, 1999), e morfologico (come 
l’appassimento e la conseguente diminuzione di volume che rappresenta un vincolo 
meccanico sulle membrane cellulari). La pressione sulle membrane è uno dei gravi effetti 
della carenza idrica, che danneggia il funzionamento di ioni e trasportatori, nonché degli 
enzimi associati alla membrana. 
Nel caso in cui l’esposizione a stress idrico progredisca, la riduzione dell’attività 
fotosintetica non è più dovuta alla sola chiusura stomatica, ma anche ad una riduzione 
dell’efficienza del PSII (Shilpi e Narendra, 2005). Infatti, il calo dei livelli di CO2 
intracellulare provoca la riduzione dei componenti all’interno della catena di trasporto 
degli elettroni e quest’ultimi vengono trasferiti all’O2 nel fotosistema I (PSI). Questo causa 
la generazione di ROS che devono essere eliminate dalla pianta in quanto potrebbero 
portare ad una fotossidazione. 
Alcuni dei punti chiave del trasporto di elettroni, come la plastocianina (PQ), oppure 
accettori di elettroni, come il sistema ferredossina/tioredossina, nonché le ROS fanno parte 
delle molecole redox di segnalazione. Mentre il pool della PQ ridotta attiva la trascrizione 
del centro di reazione PSI, il pool ossidato attiva la trascrizione del centro di reazione PSII 
(Sherman, 2000).  
I soluti concentrati nella cellula sono legati alla perdita di H2O e sono attivamente 
accumulati per mantenere il citoplasma equilibrato a livello osmotico. L’adattamento 
contribuisce al mantenimento del potenziale di pressione ed è operato da varie ammine 
quaternarie, amminoacidi oppure zuccheri alcolici. L’aumento della loro concentrazione 
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può anche superare i livelli di tossicità e risultare deleterio per il funzionamento di alcuni 
enzimi, compresi quelli richiesti per il funzionamento del struttura fotosintetica (Hoekstra, 
2001). 
1.4. Teoria generale della risposta agli stress 
Anche se esiste una notevole variabilità inter- e intraspecifica nella risposta ai vari tipi di 
stress, è possibile effettuare una schematica rappresentazione dei meccanismi alla base di 
questi comportamenti differenziali. La Figura 9 riporta la nota “teoria generale della 
risposta agli stress”. 
La prima strategia (esclusione) prevede la chiusura degli stomi con la conseguente 
diminuzione nell’assorbimento dei gas (compresa la CO2). Questa via risulta percorribile 
nel caso di esposizioni acute e, quindi, limitate ad un periodo di tempo tale da non 
compromettere il processo fotosintetico (Wieser e Matyssek, 2007). Il secondo 
meccanismo di difesa consiste nell’attivazione di sistemi di detossificazione per le ROS 
(Castagna e Ranieri, 2009), così da confinare il danno ossidativo. 
 
 
Figura 9. Rappresentazione schematica delle componenti della resistenza di un organismo a un fattore di 
stress, in accordo con la teoria di Levitt (modificato da Lorenzini e Nali, 2005). 
1.5. Ozono e carenza idrica 
Anche negli organismi fotosinteticamente attivi, il danno derivante dalla presenza 
nell’ambiente di diversi fattori di stress (tra cui O3 e carenza idrica) è strettamente legato 
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alla produzione di ROS ed al conseguente stress ossidativo (Mittler e Zilinskas, 2004; 
Metraux e Durner, 2004; Alonso et al., 2001; Baier et al., 2005; Ranieri et al., 2005). 
In natura, raramente gli stress abiotici si manifestano singolarmente. A tal proposito, 
recenti studi hanno dimostrato che la risposta delle piante a due o più agenti di stress è da 
considerarsi unica e non può essere estrapolata da quella eventualmente indotta da ciascun 
fattore (Mittler, 2006). Infatti, l’esposizione simultanea delle piante a condizioni 
sfavorevoli dà origine alla co-attivazione di differenti pathway di risposta dei quali alcuni 
comuni ai singoli stress ed altri specifici. Questi possono avere effetto sinergico o 
antagonista e quindi amplificare e/o ridurre la risposta stessa della pianta. Alla luce di 
queste considerazioni è possibile spiegare la cosiddetta “matrice degli stress” (Figura 10, 
Mittler, 2006). 
 
 
Figura 10. Combinazioni differenti di stress biotici e abiotici presentati in forma di “matrice degli stress” 
(Mittler, 2006). 
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Considerando che le massime concentrazioni di O3 vengono registrate durante la stagione 
estiva, quando le piante sono maggiormente sottoposte alla carenza idrica, appare evidente 
come la loro interazione risulti molto frequente. Ad esempio, gli effetti di questo gas sui 
processi ecofisiologici possono essere influenzati dalla disponibilità idrica del substrato 
stesso. 
Secondo alcuni Autori è possibile che esista una parziale sovrapposizione nella resistenza 
indotta dall’O3 e la tolleranza allo stress idrico (Nali et al., 2004). A tal proposito, la 
riduzione della conduttanza stomatica, che si verifica in condizioni di limitante 
disponibilità idrica, può modificare la penetrazione dell’inquinante all’interno dei tessuti 
fogliari e, quindi, proteggere le componenti cellulari dall’azione dei suoi derivati. L’effetto 
protettivo della carenza idrica nei confronti del contaminante è stato evidenziato in specie 
forestali quali frassino, leccio, betulla, abete e pino (Khan e Soja, 2003) ed erbacee, come 
il trifoglio (Merola et al., 2008). Risultati contrastanti sono stati ottenuti da altri Autori, che 
hanno osservato come il danno ossidativo risulti maggiore in essenze soggette a deficit 
idrico (Dobson et al., 1999). Paoletti (2005) ha osservato che l’esposizione all’O3 
compromette le risposte stomatiche in specie sempreverdi rendendo quest’ultime più 
vulnerabili a successivi episodi di siccità. E’ necessario comunque tenere presente che i 
fattori che influenzano la risposta vegetale a specifiche condizioni di stress e che, quindi, 
possono determinare adattabilità o suscettibilità anche in piante potenzialmente resistenti 
sono numerosi e spesso interagiscono tra loro.  
Nell’areale mediterraneo, le risposte delle specie vegetali all’O3 osservate in condizioni di 
irrigazione non limitante dovrebbero essere modulate dal loro tipo di interazione con lo 
stress idrico. Ad esempio, le sempreverdi hanno sviluppato una strategia conservativa di 
utilizzo dell’H2O, mostrando un’alta sensibilità stomatica alla siccità (Mediavilla e 
Escudero, 2003). In estate, Quercus ilex riduce fortemente la conduttanza stomatica e di 
conseguenza limita l’assorbimento di O3 (Gerosa et al., 2005; Manes et al., 2007) 
prevenendo, così, gli effetti negativi dell’inquinante. Nel caso delle decidue, invece, come 
ad esempio Q. faginea, si osserva una strategia non conservativa con il mantenimento 
dell’apertura stomatica relativamente alta anche in estate [probabilmente grazie allo 
sviluppo di radici profonde che possono avere accesso alle riserve idriche presenti negli 
strati più bassi del suolo (Gallego et al., 1994; Mediavilla e Escudero, 2003)]. Di 
conseguenza per queste essenze sarebbe ipotizzabile che le differenze specie-specifiche 
nella risposta all’O3 osservate in condizioni sperimentali di approvvigionamento idrico 
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ottimale possano essere molto più marcate durante periodi siccitosi (Calatayud et al., 
2010). 
1.6. Scopo della tesi 
Il lavoro ha avuto lo scopo di valutare l’effetto combinato dell’esposizione all’O3 e della 
carenza idrica sulle caratteristiche biometriche, biochimiche ed ecofisiologiche Q. ilex, Q. 
pubescens e Q. cerris e di verificare le differenze interspecifiche in termini di plasticità 
fenotipica. Le analisi sono state effettuate al termine del trattamento. 
Le specie quercine sono state oggetto di numerosi studi per quanto riguarda la loro 
interazione con il cambiamento climatico, in quanto sono molto diffuse nell’areale 
mediterraneo e sono molto utilizzate in ambito urbano. Inoltre, le piante appartenenti a 
questo genere sono note per le alte emissioni di COV, che se, da un lato, sequestrano gli 
inquinanti, dall’altro, sono esse stesse emettitrici di precursori volatili per la formazione di 
smog fotochimico.  
In presenza dei futuri cambiamenti climatici, si assisterà ad uno spostamento della 
vegetazione verso comunità vegetali maggiormente xeriche (Vitale et al., 2012), con 
conseguente modificazione progressiva verso strutture più semplici e in grado di 
sopportare i forti deficit idrici tra suolo e aria (Cheaib et al., 2012; Vitale et al., 2012) e il 
crescente inquinamento dell’aria.  
Attualmente sono presenti molti studi che affrontano la tematica dello stress da O3 e da 
carenza idrica su Q. ilex [riconosciuta come specie con un grande potenziale di migrazione 
ed è stato stimato che il futuro habitat includerà anche le regioni xeriche adesso occupate 
da querce decidue e vegetazione montana (Vitale et al., 2003)] o su altre querce 
caducifoglie (escluso il cerro). Per questo motivo, nel presente lavoro sono stati riprodotti 
in ambiente controllato gli scenari ambientali previsti dai modellisti del “global change” 
per il 2050, al fine di acquisire indicazioni sul ruolo di queste specie nel mitigare gli effetti 
di queste nuove e preoccupanti condizioni ambientali e per poter definire, mediante 
l’ausilio di analisi biochimiche e fisiologiche, delle linee guida nella scelta delle piante per 
le città del futuro. 
Di seguito, sono riportate alcune informazioni sulle specie oggetto del presente studio, 
appartenenti alla famiglia delle Fagaceae. 
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Quercus ilex L. 
L’areale del leccio comprende buona parte del Mediterraneo. La specie è maggiormente 
diffusa in Algeria, Marocco, in tutta la penisola iberica, nella Francia mediterranea e in 
Italia. Nel nostro Paese, la troviamo in boschi misti ma, anche se più raramente, in boschi 
puri. È uno dei rappresentanti più tipici e importanti dei querceti sempreverdi mediterranei. 
Si tratta di un albero sempreverde, a crescita lenta, grande e longevo, che può arrivare a 25 
metri di altezza. Se cresce in ambienti rupestri può assumere aspetto cespuglioso. La 
corteccia è liscia e grigia nella fase giovanile, che scurisce e indurisce con il passare del 
tempo, fino a diventare nerastra e screpolata. I rami dell’anno sono inizialmente grigi e poi 
assumono un colore grigio-verdastro. Le foglie persistono sulla pianta due o tre anni e sono 
semplici, ovali, lanceolate, coriacee, con la pagina superiore verde scuro, lucida e quella 
inferiore grigiastra e tomentosa. È presente eterofillia, ovvero sono presenti due tipi di 
foglie: ovaleggianti e spinescenti negli esemplari giovani; pelosissime e quasi bianche alla 
germogliazione nelle plantule. Questa specie preferisce il pieno sole, ma sopporta anche la 
mezz’ombra. Nel nostro territorio si trova anche fino a 1000 metri. Ha un apparato radicale 
inizialmente fittonante; in seguito, sviluppa radici laterali, che gli permettono una buona 
resistenza alla siccità, riuscendo a intercettare l’H2O in profondità. Non tollera i terreni 
molto argillosi e teme il ristagno idrico, mentre predilige terreni alcalini. Cresce bene 
anche su substrati acidi. Viene ampiamente utilizzata per arricchire giardini boscosi o per 
viali alberati, poiché tollera molto bene le potature, tanto da essere una pianta adatta alle 
forme obbligate. Nelle regioni costiere viene impiegata come barriera frangivento. Ha un 
legno duro e di difficile lavorazione, anche perché i tronchi sono spesso nodosi. 
Quercus pubescens Willd. 
La roverella è la specie di quercia più diffusa in Italia. Il suo areale va dalle Alpi alla 
Sicilia in zone di collina o bassa montagna, dove forma boschi misti. Si trova spesso 
associata con cerri, aceri, carpini neri e ornielli, prediligendo le zone assolate ed esposte a 
sud fino a 1000 metri di altitudine, zona di transizione tra la fascia mediterranea e quella 
sub mediterranea. Il fusto è raramente eretto e spesso forma branche sinuose. Può arrivare 
a 25 metri di altezza. Il portamento è espanso e la chioma irregolare è poco densa e globosa 
negli esemplari adulti. I rami più giovani sono ricoperti di peluria, da cui prende il nome 
“pubescens”. La corteccia è grigia e fessurata in placche. Le foglie sono diverse tra loro, 
con margine lobato, verde scuro lucido sulla pagina superiore e più chiaro su quella 
inferiore. L’apparato radicale è robusto, con un fittone centrale che entra in profondità e 
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radici laterali secondarie; per questa caratteristica può resistere a periodi lunghi di siccità. 
È una pianta eliofila, termofila e xerofila, che si adatta a terreni calcarei, argillosi, aridi e 
rocciosi. Resiste alle basse temperature. 
Quercus cerris L 
Albero deciduo. che può arrivare ad un’altezza di 35 metri con un diametro di chioma di 
un metro. In Italia, si può trovare facilmente sulla dorsale appenninica, dagli 800 fino ai 
1200 metri, soprattutto dalla Toscana verso sud. Si può trovare in consociazioni arboree. Il 
tronco è alto ed eretto, si ramifica nella parte superiore in branche robuste (le più basse 
corte e orizzontali, le altre sinuose). La chioma è inizialmente ovale per poi diventare 
globosa e mediamente densa. La crescita è abbastanza rapida e per questo viene usato 
come protezione contro l’erosione del terreno. La corteccia è grigia e liscia nei giovani 
esemplari e solcata da scanalature verticali interrotte da solchi trasversali. Durante la 
stagione vegetativa, è possibile osservare la zona di crescita color salmone. Le foglie 
hanno forma variabile; in genere, il margine varia da leggermente a profondamente lobato, 
quasi fino alla nervatura centrale. Inizialmente sono biancastre e pubescenti poi coriacee e 
tardivamente caduche. Il cerro si adatta a tutti i tipi di terreno anche a quelli argillosi e 
leggermente calcarei se abbastanza profondi. L’apparato radicale è molto sviluppato e 
sopporta periodi di siccità. Ha un fittone molto sviluppato e le radici si espandono in 
superficie emettendo anche polloni. Ama il clima temperato umido ed è sensibile alle 
gelate tardive e agli inverni prolungati. È meno longeva di altre specie quercine. 
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2. MATERIALI E METODI 
2.1. Allevamento del materiale vegetale 
Le indagini sono state condotte su giovani piante di Q. ilex (quattro anni), Q. pubescens 
(due anni) e Q. cerris (cinque anni) provenienti dal vivaio “La Torraccia” di UmbriaFlor 
s.r.l. (Gubbio, PG). Queste, omogenee per taglia, sono state trasportate a fine inverno 
presso le strutture del Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari ed Agro-ambientali 
(DiSAAA-a) dell’Università di Pisa e trapiantate in vasi in PVC (15 × 15 × 30 cm) 
contenenti un miscuglio di torba e sabbia (1:2, in volume, Figura 11). Il materiale è stato 
successivamente mantenuto in camera di crescita in presenza di aria filtrata (filtri a carbone 
attivo), con un regime idrico ed edafico ottimale e in condizioni luminose ed igro-termiche 
controllate [20±1 °C, 85±5% di umidità relativa (U.R.), 530 μmol m-2 s-1 di radiazione 
fotosinteticamente attiva (PAR: λ = 400-700 nm) ed almeno 14 h di fotoperiodo]. Ogni 
soggetto è stato contrassegnato da una sigla identificativa e un numero progressivo. 
 
 
Figura 11. Fase di trapianto delle giovani piante di querce utilizzate in questo studio. 
2.2. Simulazione in ambiente controllato dei fattori di stress 
Per l’esposizione in ambiente controllato ai fattori di stress, 240 piante, omogenee per 
taglia e grado di sviluppo ed in buono stato vegetativo, sono state selezionate, numerate e 
disposte in box in perspex (1,50 × 1,50 × 1,00 m), all’interno dei quali l’aria immessa 
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viene filtrata grazie ad un sistema forzato a carboni attivi. Dopo due settimane di 
ambientazione alle condizioni climatiche naturali, 20 individui per ogni specie, scelti 
casualmente, sono stati sottoposti per circa 80 giorni a: (i) O3 (100 ppb dalle 10.00 alle 
15.00, ora solare, box 1); (ii) carenza idrica (approvvigionamento quotidiano equivalente a 
circa 1/3 del totale evapotraspirato dalle piante di controllo ben irrigate, box 2); (iii) 
combinazione dei due agenti di stress (O3 + carenza idrica, box 3); (iv) aria filtrata e 
approvvigionamento idrico giornaliero pari al 100% dell’evapotraspirato (controllo, box 4). 
L’impianto per l’esposizione artificiale delle piante all’O3 (box 1 e 3) prevede la sua 
generazione a partire da O2 attraverso la scarica elettrica prodotta da uno specifico 
generatore (Fisher 500) raffreddato ad aria. La concentrazione raggiunta all’interno delle 
camere, regolata sui valori desiderati agendo sull’intensità della scarica elettrica e 
sull’entità del flusso in entrata di O2, è misurata di continuo. La miscela aria-O3, infatti, 
costantemente campionata mediante un tubetto in teflon posto all’altezza delle piante, è 
convogliata ad un rilevatore automatico (Monitor Labs, mod. 8810), funzionante in base al 
principio dell’assorbimento della radiazione UV, controllato elettronicamente da uno 
specifico software. 
Nei box 2 e 3, le piante sono state sottoposte ad un regime idrico caratterizzato da 
irrigazione manuale con volumi di acqua tali da restituire giornalmente solo una parte 
dell’evapotraspirato quotidiano. Sono stati selezionati cinque soggetti per specie che, dopo 
un adeguato approvvigionamento idrico, sono stati pesati (misura del peso alla capacità 
idrica di campo) e successivamente reinseriti nei box; dopo 24 ore, i vasi sono stati 
nuovamente pesati in modo da determinare il valore medio dell’evapotraspirazione 
giornaliera. La stessa procedura è stata ripetuta ad intervalli regolari nel corso della prova. 
Il materiale sottoposto a stress idrico è stato irrigato con volumi di H2O pari a circa il 30% 
dell’evapotraspirato quotidiano. Poi, al raggiungimento di uno stress idrico pari a circa 2 
MPa, sono stati misurati per pesata i consumi idrici giornalieri delle piante in carenza 
irrigua e, con l’irrigazione giornaliera, è stato somministrato un contenuto idrico 
equivalente con lo scopo di mantenere lo stato idrico raggiunto. Per i controlli (box 4), 
l’irrigazione è stata quotidianamente effettuata inizialmente con circa 100 ml di H2O e, 
successivamente, in conseguenza della crescita e delle mutate condizioni climatiche, con 
circa 150 ml. 
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All’interno di ogni box è stato posto un datalogger a doppio canale con sensori di 
temperatura e U.R. (Tinytag Ultra 2, Gemini Data Loggers), che ha registrato i dati per 
tutta la durata della prova ad intervalli di 15 minuti (Figura 12). 
 
 
Figura 12. Datalogger per la misura della temperatura e dell’umidità relativa posizionati all’interno dei box. 
2.3. Analisi dei parametri ecofisiologici 
Le misure degli scambi gassosi fotosintetici sono state effettuate mediante un sistema 
portatile (Li-6400, Li-Cor Inc.) costituito da un analizzatore differenziale a raggi infrarossi 
(IRGA, InfraRed Gas Analyzer) collegato ad una camera fogliare di 6 cm
2
 tipo Parkinson, 
capace di effettuare misure degli scambi di H2Ovap e CO2 sulla singola foglia (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Sistema IRGA per la misurazione dei parametri degli scambi gassosi fotosintetici (Li-6400, Li-
Cor Inc.). 
Le misure sono state eseguite su foglie giovani completamente espanse di cinque piante 
per trattamento e per specie, illuminando le foglie con un’intensità di PAR di 1200 μmol 
m
-2
 s
-1 
ed imponendo una concentrazione ambiente di CO2 pari a 380 ppm. Sono stati 
determinati i seguenti parametri: 
 A: assimilazione netta di CO2 (µmol CO2 m
-2
 s
-1
); 
 gs: conduttanza stomatica al vapor acqueo (mol H2O m
-2
 s
-1
); 
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 E: traspirazione (mol H2O m
-2
 s
-1
); 
 Ci: concentrazione intercellulare di CO2 (μmol CO2 mol air
-1
). 
Le analisi della fluorescenza della clorofilla a sono state effettuate mediante un fluorimetro 
Imaging-PAM (Walz) sulle stesse foglie adoperate per gli scambi gassosi dopo averle 
adattate al buio per 30 minuti, al fine di garantire la completa ossidazione dell’accettore 
primario del PSII (QA). Una fotocamera con risoluzione di 640 × 480 pixel raccoglie il 
segnale di fluorescenza emesso dopo che le foglie sono state adattate al buio. La massima 
efficienza fotochimica del PSII è stata calcolata come Fv/Fm = (Fm – F0)/Fm, dove Fv è la 
fluorescenza variabile, Fm quella massima e F0 la minima. L’analisi del quenching è stata 
effettuata a circa 600 µmol m
-2
 s
-1
. La resa quantica dell’efficienza fotochimica del PSII in 
condizioni di luce è stata ottenuta come ΦPSII = (Fm′ - Fs)/Fm′), dove Fm′ e la Fm nello stadio 
adattato alla luce e Fs è la misura di fluorescenza durante la fase di adattamento alla luce 
(Genty et al., 1989). Questi ultimi valori sono stati normalizzati sulla base di F0, in modo 
da considerare le differenze dovute, ad esempio, alla struttura fogliare e alla 
concentrazione di clorofilla (Flexas et al., 2002). Il quenching non fotochimico (NPQ) è 
stato calcolato come NPQ = (Fm - Fm′)/Fm (Bilger and Björkman, 1990). 
Il potenziale idrico fogliare è stato misurato su foglie dello stesso tipo di quelle usate per i 
parametri precedenti con una camera a pressione (PMS model 600, Pressure Chamber 
Instrument) tipo Scholander alimentata da una bombola contenente azoto (Figura 14). Al 
momento del campionamento le foglie sono state recise in prossimità della base del 
picciolo ed immediatamente sottoposte a misurazione, previa rifinitura della zona di taglio 
con una lametta ben affilata. Considerando che durante la giornata il potenziale idrico 
fogliare può variare significativamente per la forte influenza esercitata dalle condizioni 
ambientali, le misurazioni sono state eseguite prima dell’alba (PDΨw), prima dell’apertura 
degli stomi, momento in cui la traspirazione è interrotta e il potenziale fogliare si trova in 
equilibrio con quello dello xilema (McCutchan e Shackel, 1992). 
2.4. Analisi biometriche 
Al termine del trattamento, ogni pianta delle tre specie è stata separata in foglie (in 
relazione all’età ed alla presenza o meno di danni macroscopici), fusti e radici ed è stato 
rilevato il peso fresco (PF) ed il peso secco (PS, 72 h in stufa a 70 °C) delle singole parti. 
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2.5. Analisi biochimiche 
Il contenuto di prolina è stato determinato secondo il metodo di Bates et al. (1973), su 
campioni fogliari liofilizzati e conservati a -20 °C. Al materiale vegetale liofilizzato (100 
mg) sono stati aggiunti 1,5 ml di acido sulfosalicilico. Il tutto è stato successivamente 
sottoposto a sonicatura a 70 °C (10 minuti per tre volte). Il materiale è stato poi 
centrifugato a 16000g per 20 minuti a 20 °C. A 0,8 ml di surnatante sono stati aggiunti 0,8 
ml di acido acetico glaciale e 0,8 ml di reagente ninidrina. Successivamente, il tutto è stato 
posto a bagnomaria per 1 ora a 100 °C e subito dopo raffreddato in ghiaccio. Alla miscela 
sono stati aggiunti 1,6 ml di toluene e, previa agitazione, sono state eseguite le letture allo 
spettrofotometro (UV-Vis, Jenway) a 520 nm. Dai valori di assorbanza ottenuti è stato 
determinata la concentrazione di prolina, utilizzando una curva precedentemente calcolata 
utilizzando concentrazioni variabili note (0,00 - 0,03 mg ml
-1
). 
 
 
Figura 14. Camera a pressione (PMS model 600. Pressure Chamber Instrument). 
La determinazione della perossidazione lipidica è stata ottenuta tramite il saggio delle 
sostanze reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS) in accordo con Heat e Packer (1968). Al 
materiale vegetale liofilizzato (100 mg) è stato aggiunto 1 ml di acido tricloroacetico 
(TCA) 0,1 % (p/v). Il tutto è stato successivamente sottoposto a sonicatura a 70 °C (10 
minuti per tre volte). I campioni sono stati centrifugati a 16000g per 20 minuti a 20 °C. Al 
surnatante recuperato (0,3 ml) è stato aggiunto 1,2 ml di TCA 20% (p/v) con acido 
tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v). La miscela ottenuta è stata agitata, mantenuta a 90 °C per 
30 minuti e poi raffreddata in ghiaccio. Essa è stata poi sottoposta a centrifugazione a 
10000g per 10 minuti a 4 °C. Sono state eseguite letture allo spettrofotometro alle 
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lunghezze d’onda di 532 nm e 600 nm. Il valore che viene letto a 600 nm è sottratto a 
quello letto a 532 nm, in modo da escludere interferenze dovute ad opacità non specifica. Il 
contenuto in malondialdeide (MDA) è stato calcolato usando il coefficiente di 
assorbimento di 155 mmol
-1
 cm
-1
. 
I pigmenti fotosintetici sono stati estratti mediante cromatografia liquida ad alta 
prestazione (HPLC, High-Performance Liquid Chromatography), seguendo il protocollo di 
Döring et al. (2014), apportando opportune modifiche. Frazioni di circa 50 mg di materiale 
vegetale liofilizzato sono stati tenuti per una notte in 1 ml di metanolo puro per HPLC, a 4 
°C e al buio. I campioni sono stati poi centrifugati a 16000g per 15 minuti a 5 °C. Il 
surnatante è stato filtrato (filtri asettici Minisart® SRT 15 da 0,2 µm) e stoccato a -20 °C 
fino al suo utilizzo. L’estrazione è stata eseguita il più rapidamente possibile, al buio. Il 
contenuto in pigmenti fotosintetici è stato determinato mediante HPLC, utilizzando un 
sistema di pompa quaternaria a bassa pressione P680 A LPG-4, dotata di detector UVD 
170U UV/VIS (Dionex). I dati cromatografici sono stati processati e registrati mediante il 
software Chromeleon Chromatography Management System, versione 6.60-2004. La 
separazione è stata condotta utilizzando una colonna C18, della Dionex (Acclaim 120, 
C18, 4,6 mm diametro interno × 150 mm di lunghezza), e un programma di eluizione a 
gradiente, con fase mobile consistente in due soluzioni, acetonitrile/metanolo 75/25 v/v 
(soluzione A) e metanolo/etilacetato 68/32 v/v (soluzione B): 14 minuti in 100% di 
soluzione A (in modo da eluire le xantofille includendo anche la separazione della luteina); 
1,5 minuti in gradiente da 100% di soluzione A a 100% di soluzione B; 15 minuti in 100% 
di soluzione B (in modo da eluire le clorofille a e b e il β-carotene]; 2 minuti in gradiente 
da 100% di soluzione B a 100% di soluzione A. Il flusso è stato impostato a 1 ml e il 
volume di iniezione era di 20 µl. Il cromatogramma è stato acquisito con detector UV-Vis 
alla lunghezza d’onda di 445 nm. La quantificazione di clorofilla a e b, luteina e β-carotene 
è stata effettuata in base a rette di calibrazione costruite con soluzioni metanoliche a 
concentrazione nota di ogni standard. Violaxantina, neoxantina e anteraxantina sono state 
stimate in equivalenti di zeaxantina, mediante il relativo standard. 
2.6. Analisi statistica 
Gruppi di 20 piante per ogni specie sono stati sottoposti alle quattro tesi, formando un 
disegno fattoriale 2 × 2 (due livelli di H2O disponibile × due di O3), con cinque individui 
contenuti in vasi individuali per ogni tesi che sono stati utilizzati come repliche. 
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L’esperimento era completamente randomizzato. Le misure sono state condotte su almeno 
tre repliche per ciascuna specie e per ogni tesi. 
Gli effetti della carenza idrica e dell’O3, imposti da soli e in combinazione sono stati 
determinati tramite analisi della varianza a due vie (ANOVA). Dove l’interazione “carenza 
idrica × O3” è risultata significativa, le differenze statistiche tra le medie sono state 
calcolate mediante il Fisher’s test della differenza minima significativa (LSD), al livello di 
significatività P ≤ 0,05. 
Per ciascuna variabile e specie è stato indicato un indice di plasticità fenotipica che varia 
da 0 a 1, calcolato come differenza tra i valori di media maggiore e minore dei quattro 
trattamenti diviso il valore di media maggiore (Valladares et al., 2000). Questo indice ha il 
vantaggio di permettere che cambiamenti nelle variabili espresse in differenti unità e con 
range di variazione contrastante possano essere comparati. Le analisi statistiche sono state 
effettuate con il software NCSS 2004 Statistical Analysis System. Per le elaborazioni in 
questione si è fatto riferimento al testo di Zar (1984). 
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3. RISULTATI 
3.1. Effetti macroscopici e analisi biometriche 
Il materiale vegetale è stato settimanalmente ispezionato, allo scopo di evidenziare eventuali 
manifestazioni macroscopiche. Nessun effetto visibile è stato osservato sui controlli mantenuti in 
aria filtrata e sulle piante sottoposte ad O3. La comparsa di sintomi è stata verificata dopo 42 
giorni dall’inizio del trattamento sugli individui delle tre specie soggetti a carenza idrica, da sola e 
anche in combinazione con O3, in forma di disseccamenti diffusi a margine irregolare sulla pagina 
superiore delle foglie giovani completamente espanse, localizzati per lo più sulle parti distali e 
marginali. Al termine della prova, è stata evidenziata anche una estesa filloptosi per tutte le tesi, 
ad eccezione dei controlli. Le Figure 15, 16 e 17 mostrano l’aspetto delle foglie alla fine del 
periodo sperimentale su Q. ilex, Q. pubescens e Q. cerris, rispettivamente. Nelle Figure 18, 19 e 20 
è mostrato l’aspetto generale. 
 
 
Figura 15. Aspetto delle foglie giovani completamente espanse di Quercus ilex al termine del trattamento 
(77 giorni). Si noti la presenza di manifestazioni sintomatiche sui campioni sottoposti a stress idrico (volume 
di adacquamento giornaliero ridotto al 30% del corrispettivo evapotraspirato), da solo (in basso a sinistra) e 
in combinazione con ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
) (in basso a destra). 
I risultati relativi alle analisi biometriche sono mostrati in Tabella 1. In base all’ANOVA a due vie, 
l’interazione tra carenza idrica e O3 è significativa per tutti i parametri solo in Q. pubescens. Il PS 
totale, il rapporto shoot/root e il PS fogliare diminuivano nelle piante esposte a carenza idrica 
(rispettivamente, -54, -44 e -71%, in confronto con il controllo), all’O3 (-24, -19 e -15%) e a 
entrambi gli stress (-64, -31 e -66%). In Q. cerris, il rapporto shoot/root e il PS fogliare 
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decrementavano significativamente a causa del deficit idrico (-29 e -50%, rispettivamente) e 
dell’O3 (-43 e -39%). Quando gli stress erano imposti in combinazione, solo il PS fogliare mostrava 
una riduzione (-78%). 
 
 
Figura 16. Come in Figura 15 per Quercus pubescens. 
 
 
Figura 17. Come in Figura 15 per Quercus cerris. 
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Figura 18. Aspetto generale di soggetti di Quercus ilex campionati al termine della prova (77 giorni). Si noti 
la marcata filloptosi sui campioni sottoposti a stress idrico (volume di adacquamento giornaliero ridotto al 
30% del corrispettivo evapotraspirato), da solo (la terza da sinistra) e in combinazione con ozono (100 ppb, 
5 h dì
-1
) (la quarta da sinistra).  
 
 
Figura 19. Come in Figura 18 per Quercus pubescens. 
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Figura 20. Come in Figura 18 per Quercus cerris.  
 
Tabella 1. Parametri biometrici calcolati in piante di Quercus ilex, Quercus pubescens e Quercus cerris 
sottoposte a carenza idrica (volume di adacquamento giornaliero ridotto al 30% del corrispettivo 
evapotraspirato), ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli sono stati mantenuti in aria 
filtrata e in condizioni di ottimo approvvigionamento idrico. Le misure sono state effettuate al termine del 
trattamento (77 giorni). Per ciascun parametro, lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative (P ≤ 0.05). Gli asterischi mostrano la significatività dei fattori/interazione secondo l’ANOVA a 
due vie per: *** P ≤ 0.001, ** P ≤ 0.01, * P ≤ 0.05, ns P > 0.05. 
 
Specie Trattamento Peso secco totale (g) 
Rapporto 
shoot/root 
Peso secco 
fogliare (g) 
Quercus 
 ilex 
Controllo 53 ±  4,2 3,4 ± 0,27 17 ± 2,4 
Carenza idrica 21 ±  4,0 2,4 ± 0,27   7 ± 0,4 
Ozono 59 ± 18,1 2,4 ± 0,26 21 ± 1,1 
Carenza idrica × Ozono 29 ±  7,5 1,6 ± 0,08   7 ± 1,8 
Carenza idrica *** *** *** 
Ozono ns *** * 
Carenza idrica × Ozono ns ns ns 
Quercus 
 pubescens 
Controllo 41 ± 1,8 a 1,6 ± 0,26 a 10 ± 0,4 a 
Carenza idrica 19 ± 2,8 c 0,9 ± 0,20 b   3 ± 0,5 c 
Ozono 31 ± 4,0 b 1,3 ± 0,09 b   8 ± 1,4 b 
Carenza idrica × Ozono 15 ± 0,4 d 1,1 ± 0,26 b   3 ± 0,3 c 
Carenza idrica *** ** *** 
Ozono *** ns ns 
Carenza idrica × Ozono * * * 
Quercus cerris 
Controllo 36 ± 8,3 1,4 ± 0,28 a 8 ± 0,9 a  
Carenza idrica 18 ± 2,7 1,0 ± 0,08 bc 4 ± 0,5 b 
Ozono 39 ± 8,8 0,8 ± 0,17 c 5 ± 0,5 b 
Carenza idrica × Ozono 18 ± 0,6 1,3 ± 0,11 ab 2 ± 0,2 c 
Carenza idrica *** ns *** 
Ozono ns * *** 
Carenza idrica × Ozono ns *** * 
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3.2. Stato idrico e contenuto di prolina e malondialdeide 
La Tabella 2 mostra che le piante delle tre specie esposte a carenza idrica, da sola e anche in 
combinazione con O3, presentano minori valori di PDw rispetto ai controlli ben irrigate e 
mantenuti in aria filtrata (di circa 2-3 volte). In Q. pubescens and Q. cerris, anche la fumigazione 
con O3 induceva un decremento di PDw, sebbene in proporzioni meno severe rispetto alle tesi 
sopra riportate (circa 1,5-volte).  
Tabella 2. Potenziale idrico misurato prima dell’alba (PDw) e contenuto in prolina e in malondialdeide 
(MDA) calcolati in piante di Quercus ilex, Quercus pubescens e Quercus cerris soggette a carenza idrica 
(volume di adacquamento giornaliero ridotto al 30% del corrispettivo evapotraspirato), ozono (100 ppb, 5 h 
dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli sono stati mantenuti in aria filtrata e in condizioni di ottimo 
approvvigionamento idrico. Le misure sono state effettuate al termine del trattamento (77 giorni). Per 
ciascun parametro, lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (P ≤ 0.05). Gli asterischi 
mostrano la significatività dei fattori/interazione secondo l’ANOVA a due vie per: *** P ≤ 0.001, ** P ≤ 0.01, 
* P ≤ 0.05, ns P > 0.05. Abbreviazioni: PS, peso secco; PF, peso fresco. 
 
Specie Trattamento 
PDw 
(-MPa) 
Prolina 
(µmol g-1 PS) 
MDA 
(nmol g-1 PF) 
Quercus 
ilex 
Controllo 0,45 ± 0,061 c  0,18 ± 0,018 d 195 ± 16,2 b 
Carenza idrica 1,15 ± 0,092 a 0,28 ± 0,031 c  197 ±   2,9 b 
Ozono 0,57 ± 0,042 c 0,39 ± 0,043 b 190 ± 11,4 b 
Carenza idrica × Ozono 1,00 ± 0,086 b 1,20 ± 0,069 a  239 ±   5,6 a 
Carenza idrica ** *** ** 
Ozono ns *** * 
Carenza idrica × Ozono * *** ** 
Quercus 
pubescens 
Controllo 0,28 ± 0,061 c  0,42 ± 0,037 b 133 ± 2,5 c 
Carenza idrica 0,78 ± 0,062 a 1,28 ± 0,088 a 146 ± 2,7 b 
Ozono 0,47 ± 0,094 b  0,46 ± 0,035 b 147 ± 2,6 b 
Carenza idrica × Ozono 0,80 ± 0,071 a 1,11 ± 0,028 a 174 ± 1,1 a 
Carenza idrica * *** *** 
Ozono * ns *** 
Carenza idrica × Ozono *** ** *** 
Quercus 
cerris 
Controllo 0,45 ± 0,082 c  0,83 ± 0,121 c 162 ± 10,4 c 
Carenza idrica 0,88 ± 0,021 a  1,17 ± 0,076 b 203 ±   9,6 a 
Ozono 0,63 ± 0,170 b 0,91 ± 0,055 c 190 ±   9,0 b 
Carenza idrica × Ozono 0,75 ± 0,041 ab  1,53 ± 0,042 a 211 ±   1,3 a 
Carenza idrica ** *** *** 
Ozono ns ** ** 
Carenza idrica × Ozono ** * * 
Quando le piante erano soggette contemporaneamente a stress idrico e da O3, veniva osservato 
un forte accumulo di prolina di circa 7, 2,5 e 2 volte in più in Q. ilex, Q. pubescens e Q. cerris, 
rispettivamente. Il contenuto di questo osmolita aumentava significativamente anche in seguito 
alla sola carenza idrica (+55, +205 e +41%). Come conseguenza del trattamento con solo O3, il 
contenuto in prolina incrementava solo in Q. ilex (+117%) (Tabella 2). 
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In Q. ilex, i livelli di MDA risultavano maggiori solo nella combinazione deficit idrico e O3 (+23%). In 
Q. pubescens e Q. cerris, i valori erano più elevate nelle piante soggette a carenza idrica (+10 e 
+25%, rispettivamente), O3 (+10 e +17%) e anche alla loro combinazione (circa +30% per 
entrambe le specie) (Tabella 2). 
3.3. Analisi dei parametri degli scambi gassosi e della fluorescenza della clorofilla a 
Carenza idrica e/o O3 determinavano effetti negativi sul tasso di assimilazione di CO2 (A380) 
(Tabella 3). Marcate riduzioni erano indotte da entrambi i fattori imposti sia singolarmente che 
insieme (-86, -37 e -83%, in Q. ilex, -65, -39 e -63% in Q. cerris, rispettivamente per stress idrico, 
O3 e la combinazione dei due). In Q. pubescens, questo parametro non mostrava differenze 
significative, a causa dell’elevata variabilità dei dati.  
Tabella 3. Parametri degli scambi gassosi fotosintetici in piante di Q. ilex, Q. pubescens e Q. cerris soggette a 
carenza idrica (volume di adacquamento giornaliero ridotto al 30% del corrispettivo evapotraspirato), 
ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli sono stati mantenuti in aria filtrata e in 
condizioni di ottimo approvvigionamento idrico. Le misure sono state effettuate al termine del trattamento 
(77 giorni). Per ciascun parametro, lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (P ≤ 
0.05). Gli asterischi mostrano la significatività dei fattori/interazione secondo l’ANOVA a due vie per: *** P 
≤ 0.001, ** P ≤ 0.01, * P ≤ 0.05, ns P > 0.05. Abbreviazioni: A380, tasso di assimilazione di CO2 a luce 
saturante; gs, conduttanza stomatica al vapor d’H2O; Ci, concentrazione intercellulare di CO2. 
 
Specie Trattamento 
A380 
(µmol CO2 m
-2 s-1) 
A380/gs 
(µmol CO2 mol
-1 
H2O) 
Ci 
(ppm) 
Quercus 
ilex 
Controllo 9,0 ± 0,46 a 69,2 ± 13,77 243 ± 13,0 
Carenza idrica 1,2 ± 0,04 c 41,4 ±   2,74 250 ± 48,7 
Ozono 5,7 ± 0,05 b 63,5 ±   1,11 246 ±   9,0 
Carenza idrica × Ozono 1,5 ± 0,03 c 38,3 ±   0,86 271 ± 24,9 
Carenza idrica ** *** ns 
Ozono * ns ns 
Carenza idrica × Ozono *** ns ns 
Quercus 
pubescens 
Controllo 10,5 ± 0,50   55,7 ±   0,61 b 244 ± 27,0 
Carenza idrica   2,6 ± 0,04 130,7 ± 11,30 a 268 ± 58,7 
Ozono   7,2 ± 2,81   43,9 ±   9,71 b 245 ± 20,3 
Carenza idrica × Ozono   2,2 ± 0,47   43,3 ±   6,25 b 237 ± 32,5 
Carenza idrica *** *** ns 
Ozono ns *** ns 
Carenza idrica × Ozono ns *** ns 
Quercus 
cerris 
Controllo 12,7 ± 0,50 a 56,3 ± 11,31 262 ± 28,4 
Carenza idrica   4,5 ± 1,35 c 66,3 ± 22,02 232 ± 35,1 
Ozono   7,8 ± 1,82 b 83,1 ± 18,88 230 ± 26,6 
Carenza idrica × Ozono   4,7 ± 1,48 c 62,3 ± 15,98 249 ± 22,9 
Carenza idrica * ns ns 
Ozono * ns ns 
Carenza idrica × Ozono *** ns ns 
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Per A380/gs venivano riportate variazioni significative solo nelle piante di Q. pubescens sottoposte 
a carenza idrica (+135%). In tutte le specie, non erano osservate modificazioni in Ci per tutte le 
tesi analizzate. 
Nelle foglie adattate al buio del materiale di controllo il rapporto Fv/Fm assumeva un valore medio 
di 0.835±0.0099 (Tabella 4), che si trova nel range (0,800≤Fv/Fm ≤0,860) riportato da Björkman e 
Demming (1987) per le piante sane. In Q. pubescens, il deficit idrico e l’O3 portavano a diminuzioni 
di questo parametro, che comunque rimaneva all’interno del range sopra citato. In Q. cerris, i due 
stress usati in combinazione comportavano il decremento di Fv/Fm (-7%). 
Tabella 4. Parametri derivanti dall’analisi delle fluorescenza della clorofilla a in piante di Quercus ilex, 
Quercus pubescens e Quercus cerris soggette a carenza idrica (volume di adacquamento giornaliero ridotto 
al 30% del corrispettivo evapotraspirato), ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli 
sono stati mantenuti in aria filtrata e in condizioni di ottimo approvvigionamento idrico. Le misure sono 
state effettuate al termine del trattamento (77 giorni). Per ciascun parametro, lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative (P ≤ 0.05). Gli asterischi mostrano la significatività dei 
fattori/interazione secondo l’ANOVA a due vie per: *** P ≤ 0.001, ** P ≤ 0.01, * P ≤ 0.05, ns P > 0.05. 
Abbreviazioni: Fv/Fm, efficienza fotochimica del PSII; PSII, resa quantica dell’efficienza fotochimica del PSII in 
condizioni di luce; NPQ, quenching non fotochimico. 
 
Specie Trattamento Fv/Fm PSII NPQ 
Quercus 
ilex 
Controllo 0,83 ± 0,005 0,23 ± 0,041 a 1,49 ± 0,579 d  
Carenza idrica 0,81 ± 0,014 0,12 ± 0,009 c 2,63 ± 0,633 a 
Ozono 0,81 ± 0,004 0,16 ± 0,031 b 2,24 ± 0,350 b 
Carenza idrica × Ozono 0,79 ± 0,007 0,14 ± 0,024 bc  2,01 ± 0,417 bc 
Carenza idrica *** *** * 
Ozono *** ns * 
Carenza idrica × Ozono ns * * 
Quercus 
pubescens 
Controllo 0,83 ± 0,008 a  0,22 ± 0,054 a 2,23 ± 0,471 a  
Carenza idrica 0,83 ± 0,015 a  0,15 ± 0,017 b 1,67 ± 0,466 b 
Ozono 0.83 ± 0,008 a  0,10 ± 0,016 c 1,27 ± 0,418 c 
Carenza idrica × Ozono 0,82 ± 0,014 b 0,09 ± 0,029 c 1,67 ± 0,399 b 
Carenza idrica * ** ns 
Ozono * *** ** 
Carenza idrica × Ozono * * ** 
Quercus 
cerris 
Controllo 0,84 ± 0,008 a  0,23 ± 0,050 1,92 ± 0,232 
Carenza idrica 0,83 ± 0,007 a  0,13 ± 0,027 1,91 ± 0,450 
Ozono 0,84 ± 0,005 a 0,21 ± 0,049 1,87 ± 0,850 
Carenza idrica × Ozono 0,79 ± 0,005 b 0,10 ± 0,022 1,49 ± 0,631 
Carenza idrica * *** ns 
Ozono * ns ns 
Carenza idrica × Ozono * ns ns 
In tutte le specie, la carenza idrica provocava la riduzione di PSII (Tabella 4), sebbene l’interazione 
tra questo fattore e l’O3 non sia significativa per Q. cerris. In Q. ilex, la fotoinibizione determinava 
un incremento nella dissipazione termica dell’eccesso di energia di eccitazione, come evidenziato 
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da un marcato aumento NPQ nelle piante in stress idrico (+76%, da solo, e +35% con O3). In Q. 
cerris, NPQ non cambiava e in Q. pubescens subiva un decremento (-25% sia solo che con O3). Il 
comportamento era diverso negli individui esposti a O3: in Q. ilex, la riduzione in PSII era di -28%, 
con un aumento di NPQ (+50%); in Q. pubescens, entrambi i parametri subivano una riduzione (-
56% per PSII e -43% per NPQ).  
 
3.4. Contenuto in pigmenti fotosintetici e accessori 
In Tabella 5 sono riportate le concentrazioni in pigmenti fotosintetici e accessori. In Q. ilex, il 
contenuto di clorofilla totale (chlTOT) diminuiva in seguito allo stress idrico (-13 e -19% da solo e in 
combinazione con O3, rispettivamente). Nessuna differenza veniva osservata dopo l’esposizione a 
O3.  
Tabella 5. Concentrazione di pigmenti fotosintetici e accessori in piante di Q. ilex, Q. pubescens and Q. cerris 
soggette a carenza idrica (volume di adacquamento giornaliero ridotto al 30% del corrispettivo 
evapotraspirato), ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli sono stati mantenuti in aria 
filtrata e in condizioni di ottimo approvvigionamento idrico. Le misure sono state effettuate al termine del 
trattamento (77 giorni). Per ciascun parametro, lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative (P ≤ 0.05). Gli asterischi mostrano la significatività dei fattori/interazione secondo l’ANOVA a 
due vie per: *** P ≤ 0.001, ** P ≤ 0.01, * P ≤ 0.05, ns P > 0.05. Abbreviazioni: ChlTOT, clorofilla a + b; Chl a/b, 
rapport tra clorofilla a e b; VAZ, violaxantina + anteraxantina + zeaxantina; PS, peso secco. 
 
Specie Trattamento 
ChlTOT 
(µmol g-1 PS) 
Chl a/b 
VAZ 
[mmol mol-1 Chl(a+b)] 
Quercus 
ilex 
Controllo 40 ± 2,0 a 1,7 ± 0,15 66 ± 11,9 
Carenza idrica 35 ± 0,3 b 1,7 ± 0,05 65 ±   3,1 
Ozono 41 ± 0,7 a 1,6 ± 0,07 72 ±   0,8 
Carenza idrica × Ozono 32 ± 1,3 c 1,7 ± 0,05 72 ±   2,2 
Carenza idrica *** ns ns 
Ozono ns ns ns 
Carenza idrica × Ozono * ns ns 
Quercus 
pubescens 
Controllo 39 ± 1,7 1,6 ± 0,31 47 ± 1,3 
Carenza idrica 42 ± 5,1 1,8 ± 0,06 44 ± 6,8 
Ozono 45 ± 2,1 1,8 ± 0,02 37 ± 4,1 
Carenza idrica × Ozono 42 ± 1,5 1,7 ± 0,03 46 ± 5,0 
Carenza idrica ns ns * 
Ozono ns ns * 
Carenza idrica × Ozono ns ns ns 
Quercus 
cerris 
Controllo 16 ± 1,1 c 1,9 ± 0,06 70 ±   3,2 
Carenza idrica 28 ± 0,1 a 1,7 ± 0,05 73 ± 12,7 
Ozono 22 ± 0,4 b 1,8 ± 0,06 58 ± 11,9 
Carenza idrica × Ozono 29 ± 1,9 a 1,8 ± 0,13 66 ±   2,2 
Carenza idrica *** * ns 
Ozono ** ns ns 
Carenza idrica × Ozono ** ns ns 
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Il rapporto chl a/b non cambiava in tutte le tesi analizzate. In Q. cerris, chlTOT incrementava in 
modo significativo a causa di entrambi i fattori impost da soli e in contemporanea (+75, +37 e 
+81% per carenza idrica, O3 e in combinazione). In tutte le specie, la concentrazione delle 
xantofille (VAZ) non era alterata dagli stress. 
3.5. Indice di plasticità fenotipica 
L’indice di plasticità fenotipica (PI) differisce in risposta agli stress a seconda delle specie e delle 
variabili analizzate (Tabella 6). In generale, il valore minore veniva osservato in Q. cerris (media 
totale 0,41) e, nell’ambito delle varie categorie di variabili, per le caratteristiche biochimiche 
(0,29). Il PI più elevato si verificava per Q. ilex (media totale 0,48), dovuto soprattutto alle variabili 
relative alle relazioni idriche e biometriche (0,63). Per quanto riguarda le singole variabili, il PI 
maggiore veniva riportato in Q. ilex per la variabile A380 (0,86) e il minore in Q. pubescens per Fv/Fm 
(0,02). 
Tabella 6. Indice di plasticità fenotipica (sensu Valladares et al., 2000) in piante di Quercus ilex, Quercus 
pubescens and Quercus cerris soggette a carenza idrica (volume di adacquamento giornaliero ridotto al 30% 
del corrispettivo evapotraspirato), ozono (100 ppb, 5 h dì
-1
), da soli e in combinazione. I controlli sono stati 
mantenuti in aria filtrata e in condizioni di ottimo approvvigionamento idrico. Le misure sono state 
effettuate al termine del trattamento (77 giorni). 
 
Categoria Variabile Quercus ilex Quercus pubescens Quercus cerris 
Relazioni 
idriche e 
biometriche 
Potenziale idrico 0,61 0,65 0,49 
Peso secco totale 0,65 0,64 0,54 
Peso secco fogliare 0,70 0,71 0,78 
Rapporto shoot/root 0,53 0,44 0,43 
Media 0,63 0,61 0,56 
Caratteristiche 
biochimiche 
Prolina 0,85 0,67 0,46 
MDA 0,20 0,23 0,23 
ChlTOT 0,61 0,13 0,45 
Chl a/b 0,09 0,13 0,10 
VAZ 0,10 0,21 0,20 
Media 0,37 0,27 0,29 
Parametri 
ecofisiologici 
A380 0,86 0,79 0,78 
A380/gs 0,45 0,67 0,33 
Fv/Fm 0,05 0,02 0,06 
PSII 0,45 0,56 0,56 
NPQ 0,43 0,43 0,22 
Media 0,45 0,49 0,39 
Media totale 0,48 0,46 0,41 
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4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
Il bacino del Mediterraneo rappresenta un ambiente ostile per la sopravvivenza delle specie 
vegetali. In quest’area, le piante possono essere sottoposte simultaneamente a diversi stress 
che non ne hanno limitato lo sviluppo e la colonizzazione (come confermato dalla grande 
biodiversità ivi presente). La vegetazione, però, ha dovuto sviluppare vari meccanismi di 
sopravvivenza. Per questa ragione, molte specie mediterranee sono state considerate un 
modello per la comprensione delle risposte adattative (Varone e Gratani, 2007; Gimeno et 
al., 2009). 
L’alto livello di plasticità delle caratteristiche morfologiche, specialmente delle foglie 
(spessore, dimensione e forma, presenza di tricomi, cere), sono state riconosciute come uno 
dei principali fattori che ha favorito l’adattamento di specie arboree mediterranee, come 
quelle appartenenti al genere Quercus (Gimeno, 2009; Gratani, 2014). 
Questo lavoro rappresenta un contributo alla comprensione delle caratteristiche 
biochimiche e fisiologiche di plasticità per la tolleranza alla siccità e all’O3 di piante 
arboree tipiche dell’habitat mediterraneo. Poiché le specie adattate ad un particolare 
ambiente risultano più plastiche rispetto a quelle appartenenti ad altre nicchie ecologiche, 
l’oggetto di questo studio è stato il comportamento di due specie quercine (Q. ilex e Q. 
pubescens) tipiche della costa (considerate più adattate alla siccità) e una (Q. cerris) tipica 
delle alte latitudini e degli ambienti più umidi. 
Come risultato finale, l’effetto della siccità è risultato il fattore principale nella riduzione 
della performance fotosintetica per tutte le specie prese in esame. È stato osservato anche 
in alcuni casi l’effetto deleterio dell’O3 sui parametri fisiologici e biochimici delle piante, 
che comunque ha avuto minore impatto rispetto alla carenza idrica, (Alonso et al., 2014). È 
da evidenziare che le tre specie hanno utilizzato diversi meccanismi di adattamento ai due 
stress. 
Quercus ilex 
L’incremento del contenuto di prolina nelle piante esposte alla siccità o all’O3 è stato 
sufficiente a proteggere le foglie contro la pressione ossidante (i livelli di MDA delle 
piante trattate non differiscono da quelli dei controlli). Ciò conferma il ruolo di questo 
aminoacido come osmoprotettivo (Szabados e Savouré, 2010) nel preservare le membrane 
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e l’integrità delle proteine (Gill et al., 2014). Quando, però, i due stress sono stati applicati 
in combinazione, il forte incremento del contenuto di prolina non è stato sufficiente ad 
evitare la perossidazione lipidica, uno dei maggiori effetti negativi del’O3 (Foyer et al., 
1994; Zheng et al., 2011). 
I parametri relativi agli scambi gassosi sono stati negativamente influenzati da siccità e/o 
dall’O3. Altri lavori che analizzano i livelli di A380 e gs rivelano che le limitazioni 
stomatiche sono il fattore principale delle perdite di carbonio (Farage e Long, 1999; 
Sawada et al., 2012). Oltre alla diminuzione dell’assimilazione di CO2, questa specie 
mostra un incremento del tentativo di dissipare l’eccesso di energia di eccitazione, come 
dimostrato dagli elevati valori di NPQ sotto stress (Wihelm e Selmar, 2011; Endo et al., 
2014). Inoltre, l’alto livello di PI per NPQ è un’ulteriore conferma dell’importante ruolo 
fisiologico di questo meccanismo in Q. ilex. 
In termini di produzione di biomassa, le piante trattate con O3 mantengono inalterati gli 
indici biometrici (peso secco totale e fogliare) rispetto ai controlli. Maggiori quantità di 
carbonio assimilato sono destinate alla crescita delle radici, risposta tipica osservata in altre 
specie, in modo da (i) esplorare maggiori porzioni di terreno e (ii) ridurre gli effetti della 
siccità (Chaves et al., 2002). 
Quercus pubescens 
Il contenuto di prolina subisce un significativo aumento soltanto nelle piante sottoposte a 
stress idrico (singolo o combinato con O3), sebbene tale risposta non sia in grado di 
contrastare gli effetti negativi indotti dalla presenza di condizioni non ottimali (come 
dimostrato dall’alto contenuto di MDA rispetto ai controlli). 
La carenza idrica induce la chiusura degli stomi che rappresenta il fattore determinante per 
l’incremento del rapporto A380/gs. La combinazione di deficit idrico e O3 determina una 
riduzione della fotoassimilazione di CO2 imputabile ad un decremento sia di gs che 
dell’attività biochimica del mesofillo. Gli effetti deleteri si manifestano maggiormente a 
carico dei livelli di ΦPSII piuttosto che della conduttanza stomatica, con il conseguente 
decremento di A. Nonostante l’alto valore di PI per NPQ (0,43, simile a quello in Q. ilex), i 
meccanismi di dissipazione dell’eccesso di energia sotto forma di calore non sono coinvolti 
e/o attivati nella risposta di questa specie contro la siccità e/o l’O3. 
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Il deficit idrico determina una riduzione di tutti i parametri biometrici, mentre l’effetto 
dell’O3 risulta evidente, ma meno pronunciato a livello della parte epigea. 
Quercus cerris 
L’alto contenuto di prolina nelle foglie sottoposte ai vari trattamenti (idrico e/o O3) non 
attenua e/o contrasta lo stress ossidativo.  
Sebbene la riduzione in A380 e gs sia stata simultanea ed omogenea in tutte le tesi (il 
rapporto A380/gs non mostra alterazioni), si riscontra un lieve calo dei livelli di A380 nelle 
piante sottoposte all’inquinante.  
A fronte del significativo incremento del contenuto totale di clorofille, risulta assai 
improbabile che in questa specie si sia verificata una riorganizzazione delle unità 
fotosinteticamente attive. In particolare, a causa dei (i) danni rilevati a carico del 
fotosistema e/o (ii) del numero elevato di centri di reazione inattivi, si riscontra una 
marcata riduzione dell’attività fotochimica del PSII. Il basso valore di PI delle proprietà 
ecofisiologiche suggerisce come questa specie non risulti essere in grado di contrastare gli 
effetti negativi indotti dalle varie tipologie di stress attraverso meccanismi legati alla 
fisiologia della pianta stessa. 
La biomassa totale è fortemente ridotta dalla siccità (singola o in combinazione con O3). Q. 
cerris è la specie che mostra la più alta riduzione nel peso secco fogliare, che può essere 
considerato un utile meccanismo per contrastare la perdita di acqua. 
In conclusione, Q. ilex e Q. pubescens appaiono le specie più flessibili in termini di 
caratteristiche fenotipiche (media di PI rispettivamente 0,45 e 0,49). Al contrario, Q. cerris 
mostra una scarsa capacità di adattamento alla siccità, come dimostrato da una ridotta 
plasticità (media PI=0,39). Tutte e tre le specie sono caratterizzate da alti valori di 
plasticità per i tratti morfo-anatomici; Q. ilex e Q. pubescens appaiono più flessibili in 
termini di parametri ecofisiologici (0,45 e 0,49) rispetto a Q. cerris (0,39), sebbene non 
siano comunque in grado di preservare la performance fotosintetica in presenza di stress 
multipli (carenza idrico + O3). La spiccata flessibilità delle caratteristiche biochimiche 
riscontrata in Q. ilex (0,37), imputabile ad un’efficace regolazione della produzione di 
prolina in presenza di condizioni ambientali non ottimali, permette a questa specie di 
tollerare gli effetti negativi indotti dallo stress ossidativo. In accordo con quanto noto in 
letteratura, l’apparato fotosintetico di questa specie sembra ben adattato a resistere a 
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situazioni sfavorevoli come già riportato da Garcia-Plazaola et al. (1999) e questo può 
spiegare (i) la sua più ampia distribuzione ecologica e (ii) la sua minore sensibilità agli 
stress ambientali riportata da vari Autori (Gratani et al., 2000; Crescente et al., 2002; 
Niinemets e Keenan, 2014).  
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